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SUMMARY

Muscular cysts of Sarcocystis cervicanis from naturally infected red deer
(Cervus elaphus) were studied using light and electron microscopy. By light
microscopy it is seen as a cyst with a thin and smooth wall. By electron
microscopy they appear surrounded by a wall 0,2 to 0,4 um, thick, formed
by a primary wall 32 nm. wide and amorphous ground substance 0,25 um, In
thickness. Few hair-like tortuous protrusions 1,4 um. long by 32 nm. wide
are formed from the primary wall. In the same way we studied the morpho-
logy of the bradizoite in which four rhoptries, two preconoidal rings and
twenty two subpellicular microtubules are observed,

Key Words: Sarcocystis cervicanis; muscular cyst; ultrastructure; red
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RESUMEN

Se estudian al microscopio 6ptico y electrénico quistes musculares car-
diacos de Sarcocystis cervicanis procedentes de ciervos (Cervus elaphus)
infectados naturalmente. Al microscopio Optico aparecen como quistes de
pared delgada y lisa. Al microscopio electrénico aparecen rodeados por una
cubierta de 0,2 a 0,4 pm. de grosor, formada por una pared primaria de
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32 nm. de anchura y una membrana amecrfa de 0,25 um. de espesor. De la
pared primaria se originan prolongaciones tubulares de trayecto tortuoso y
de 1,4 um. de lonzitud por 32 nm. de anchura. El borde del quiste presenta
una superficie aserrada. Igualmente se detalla la morfologia de los bradi-
zoitos que se encuentran formados por cuatro roptrias, dos anillos preco-
noidzles y veintidds microtiibulos subpeliculares.

Palabras Clave: Sarcocystis cervicanis; quiste muscular; ultraestructura;
ciervo.

INTRODUCCION

El empleo de la microscopia electrénica como medio para la
identificacién de los quistes musculares de Sarcocystis sp. data
de 1975, fecha en la que HEYDORN y cols. establecen las posibles
bases morfoldgicas encaminadas a la identificacidn especifica de
Sarcocystis. MEHLHORN y cols. (1976) estudian Ia morfologia com-
parada de diversas especies de Sarcocystis en distintos hospeda-
dores, dando una importancia relativa a este hecho. De igual ma-
nera Tapros y LaarMAN (1978) en un estudio comparado, resaltan
las diferentes caracteristicas ultraestructurales como criterio sufi-
cientemente valido para diferenciar especies distintas del género
Sarcocystis. El presente trabajo intenta aportar las bases morfo-
légicas encaminadas a la identificacién de S. cervicanis.

MATERIAL Y METODOS

Corazones de ciervos (Cervus elaphus) infectados naturalmente
son utilizados para la observacion de quistes musculares mediante
el empleo de los microscopios 6ptico y electronico.

Las muestras se obtienen de distintas porciones de corazén que
se fijan en formol y alcohol etilico absoluto y se incluyen en para-
fina. Los cortes obtenidos se tifien con hematoxilina-eosina y PAS.

De igual manera se separan distintas porciones que se some-
ten a un ligero aplastamiento con miras a comprebar la presen-
cia de quistes por microscopia Optica en la pieza montada entre
dos portaobjetos. A continuacién las muestras en las que se obser-
van en mayor numero se fijan en glutaraldehido giluido al 2,5
por 100 en solucién tamponada de Millonig, se refijan en tetréxido
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Fig. 1—Bsquema ultraestructural de 12 pared del quiste de Sarcocystis

cervicanis.
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de osmic al 2 por 100 en la misma solucion fosfato y se incluyen
en resinas Spurr. Sedimentaciones de digestiones artificiales con
tripsina se eniplean igualmente para su ineclusion en Spurr.

A continuacién se obtienen secciones semifinas que se tifien
con azul de Toluiding y cortes finos que se contrastan con ace-
tato de uranilo y citrato de plomo.

RESULTADOS

Los quistes observados con microscopia Optica en cortes his-
tolégicos de parafina (Fig. 2), son fusiformes, presentan una
pared delgada, lisa y apenas perceptible. Se encuentran adapta-
dos a la orientacién de las fibras musculares en sentido longitu-
dinal y también se ha comprobado su presencia en las fibras de
Purkinje. Resulta dificil determinar la existencia de septfos, apa-
reciendo los quistes integramente ocupados por gran cantidad
de bradizoitos PAS positivos. Estas mismas caracteristicas coin-
ciden con las observaciones realizadas sobre quistes obtenidos
por cortes semifinos de musculatura cardiaca.

Sin embargo, cuando se estudian los quistes aisladamente (por
digestion artificial fripsica) (Fig. 3) se puede comprobar a gran-
des aumentos, la existencia, sobre la superficie, de un borde
como en cepillo de aproximadamente 1 pm. de grosor que tapiza
la cubierta quistica.

Al microscopio electronice (Fig. 1) el quiste se encuentra
limitado externamente por una unidad de membrana debajo de
la cual subyace un acumulo osmiodfilo que la tapiza en todo su
recorrido (Fig. 6), si bien existen algunas zonas en las que el es-
pesamiento osmiofilo se adelgaza e incluso desaparece, como ocurre
en las invaginaciones que hemos observado, a modo de fondo de
saco, de mayor o menor recorrido y paredes tortuosas (Fig. 8).
El complejo unidad de membrana estrato subyacente osmidfilo
presenta un grosor que oscila de 27 a 35 nm. y es denominado
por MEHLHORN y SCHOLTYSECK (1973) pared primaria del quiste.

Esta pared primaria, que limita al quiste externamente, pre-
senta un borde festoneado con numercsas digitaciones de 30 a
50 nm. de altura y una anchura en su base de 32 a 36 nm. (figu-
ras 5 y 6). En determinadas localizaciones aparecen sobresalientes
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groseros (Fig. T7), de forma no definida, donde puede observarse el
origen de algun tdibulo delgado y tortuoso cuyo trayecto aparece
plegado entre la cubierta quistica y los miofilamentos de la célula
hospedadora (Figs. 5, 6 y 7).

Algunos de estos tubulos pueden llegar a medir hasta 1,3 pm.
de longitud, si bien es dificil determinar esta extensién con exac-
titud por el caracter sinuoso de la prolongacién (Figs. 5 y 6); su
anchura, de 25 a 30 nm., es mas ¢ menos uniforme, aunque pue-
den existir pequenas dilataciones que delimitan una camara adielec-
trénica de 60 nm. de anchura maxima. La estructura del tabulo
es semejante a la de la pared primaria del quiste.

Por dentro de la pared primaria se encuentra una cubierta
amorfa con densidad electrdonica casi uniforme, de la que parten
prolongaciones hacia el interior para formar los septos. La an-
chura de esta capa es de 0,15 um. en su porcion mds delgada v
0,40 pum. en la mds gruesa, siendo la anchura mas constante la o
0,25 pm.

Los bradizoitos (Fig. 4), que ocupan el interior del quiste, se
distribuyen de forma irregular, por lo que en una misma seccién
se ven zoitos cortados transversal o longitudinalmente a distintas
alturas. Las medidas médximas de estos zoitos son de 13 »#m. de lon-
gitud por 3 pm. de anchura. Se encuenfran rodeados por un com-
plejo de membranas, sobre las que no hemos podido ohservar nin-
giin microporo. Externamente estdn envueltos por una unidad
de membrana de 9-10 nm. de espesor, debajo de la cual se encuen-
tra la membrana interna de 21 nm. de espesor (mediciéon reali-
zada a 1/5 del extremo anterior) formada por dos unidades de
membrana con menor densidad elecirdnica que la externa, de la
que se encuentra separada 19 nm. Contactando con la membrana
interna se alinean 22 microtubulos subpeliculares de 17 nm. de
diametro (Fig. 9).

En el extremo anterior se localiza el complejo apical formado
por dos anillos preconoidales y por el conoide que presenta una
altura de 260 nm. (Fig. 11). La seccién fransversal del conoide
tiene un didmetro interno de 210 nm. y en su interior aparecen
cuatro estructuras de gran densidad electrénica correspondientes
a los conductos de las roptrias de 30 nm. de grosor (Fig. 9).

El tercio anterior del bradizoito (Fig. 10) se encuentra ocupado

355



exclusivamente por las secciones irregulares de los micronemas y
porciones proximales de las roptrias. El nimero de micronemas
es elevado y se situa alrededor de 550 a 650. Las roptrias estan
limitadas por una unidad de membrana y tienen un contenido
electrodenso uniforme. Su forma es la bulbosa tipica y su anchura
maxima es de 285 nm. En las proximidades del nucleo se han en-
contrado secciones de las ropfrias.

El tercio medio esta ocupado por el reticulo endopldsmico en
forma de cisternas aisladas, envolviendo a los granulos de amilo-
pectina. En esta zona existe una gran cantidad de ribosomas libres
¥y una sola mitocondria, generalmente alargada y grande, que pre-
senta una matriz adielectronica.,

Ei tercio posterior estd4 ocupado casi en exclusiva por el nucleo
de contorno irregular y con una densidad electronica bastante
uniforme, aungue se pueden encontrar zonalmente algunos actimu-
los de cromatina repartidos irregularmente. En las cercanias
del nucleo se localiza un complejo de Golgi.

Por tratarse de quistes maduros no ha podido comprobarse
la existencia de metrocitos.

DISCUSION

El hecho de que S. cervicanis aparezca como un quiste de
pared lisa y delgada en las observaciones realizadas en cortes
histoloégicos, es un fendmeno ya descrito en otras especies de
Sarcocystis, como S. bovicanis (MEHLHORN y cols., 1975), si bien
al ser observados al microscopio electronico se comprueba la
existencia de numerosas prolongaciones. No obstante el micros-
copio Optico también nos permite discernir ciertos aspectos mor-
folégicos relativos a la pared del guiste. De hecho, mediante di-
gestiones artificiales tripsicas, hemos podido poner de manifiesto
datos relativos a la cubierta quistica, como ¢l hallazgo de un bor-
de en cepillo, localizado sobre todo en los extremos agudos.
Bocy y cols. (1978) observan procesos largos, finos y separados,
en quistes de S. bovicanis aislados por digestion.

La pared primaria del quiste de S. cervicanis es basicamente
semejante a la encontrada en distintas especies por otros autores
(MEHLHORN y cols., 1976; Tapros y Laarman, 1978). La seccién de
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la cubierta quistica presenta un borde dentado semejante a la
hallada por MEHLHORN y cols. (1976) en S. bovicanis. Los tubulos
que se observan en el quiste de S. cervicanis difieren de los obser-
vados en otras especies de Sarcocystis, aungque a grandes ras-
gos guardan cierta semejanza con los descritos por MEHLHORN
y cols. (1976) en S. bovicanis. A pesar de todo se puede esta-
blecer diferencias manifiestas relativas al trayecto, a la longitud
y a la anchura. Los tubulos son mas tortuoscs, més delgados y
menos largos que los de S. bovicanis. Por tanto, desde el punto
de vista ultraestructural, se pueden aportar bases morfologicas
suficientes de cara a la identificacién de esta especie, a pesar
de no poderse utilizar estos criterios de una forma absoluta, de
acuerdo con MEHLHORN y HEYDORN (1978), ya que existen espe-
cies de Sarcocystis distintas, como las halladas y descritas en
cachalote, ratén y mono, en las que las estructuras de la pared
quistica no aportan diferencias aparentes. No obstante, para la
separacién de especies en un mismo hospedador intermediario
si puede utilizarse este criterio en términos absolutos.

El aspecto funcional de las digitaciones y prolongaciones pa-
rece estar relacionado con la nutricién del parasito (MEHLHORN
y HEvporN, 1978). Estos fendmenos se realizan en la base de las
proyecciones, merced a la formacién de posibles vesiculas pino-
citicas derivadas de las invaginaciones de la membrana externa
del quiste.

Las demas estructuras observadas en el quiste, asi como la
ultraestructura de los bradizoitos, concuerdan en $términos gene-
rales con las de cfras especies de Sarcocysilis, salvando las dife-
rencias relativas al tamaiio, numero de ellos, disposicién, disiri-
bucién de sus organoides y organulos especificos.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

Nota: Todas las medidas que aparecen en las figuras estdn expresadas en um.

TMig. 2.—Corte longitudinal. H & E.

Fig. 3.—Qulste aislado mediante digestidon artificial con tripsina. Se observa
la superficie en cepilio.

Fig. 4.—Vista general de un quiste al microscopio electrdnico, con su inte-
rior lleno de bradizoitos (B) cortados a distintos niveles. La pared
es poco perceptible ¥ consta de una linea osmidfila {LO} y delgada
que contacta con los miofilamentos y otra homdgenea menos den-
sa (PH).

Fig. 5—Detalle de la pared donde puede observarse el trayecto de los
tubulos (TB) que la componen.

Fig. 6—Detalle de los tibulos y pared primaria (PP).
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7—Pared quistica con numerosos abultamientos groseros (flechas)
donde se originan algunos tubulos.

. B—Invaginaciones en la pared (flechas) mas o menos profundas y
tortuosas.

9—Corte transversal de un conoide en el que se observan cuatro es-
tructuras osmidfilas correspondientes a los conductos de las rop-
trias (flechas). También se observan los microtiibulos subpelicu-
lares cortados (MT).

. 10—Seccidn longitudinal de un bradizoito, con una regién anterior ocu-
pada exclusivamente por micronemas (MN), una media con los dis-
tintos orgdnulos e inclusiones y otra posterior ocupada por el
nicleo (N).

. 11—Corte longitudinal del conoide (C), con dos anillos preconoidales.
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