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INTRODUCCION

Sobre la especie Eimeria perforans cay6 siempre la idea de la plu-
ralidad. En principio, porque a partir de la descripcién por LEUCKART
(1879) de Coccidium perforans, y hasta pasado el primer cuarto del siglo
actual, todas las eimerias intestinales del conejo fueron llamadas perfo-
rans por los investigadores de turno. En segundo lugar, porque, pasado
el primer cuarto del siglo actual, al estudiarse las especies intestinales de
Eimeria que afectan al conejo, se ha descrito mas de una con caracteris-
ticas englobadas en el «complejo perforans», cayéndose probablemente
en el error contrario a la primera fase.

Las descripciones admitidas de esta especie se deben ‘a KESSEL
y Jankewicz (1931), KHEIsSIN (cit. por PELLERDY, 1965) y PAsTuszko
(1963). El ciclo endégeno fue estudiado por RuTHERFORD (1943) y
Knuerssiv (1946). La multiplicidad de especies con caracteristicas préxi-
mas a perforans se produce como consecuencia de descripciones basadas
solamente en la morfologia de los ooquistes. Asi denuncian MAROTEL
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y GumLuoN E. nene, en 1941, nombre sustituido, por ocupacién previa,
por el de E. lugdunumensis MAROTEL y GUILHON, 1942; y E. nagpurensis
Gri. v Ray, 1960. Esta multiplicidad de especies préximas, se ve justifi-
cada por la dificultad de inclusién en E. perforans, de muchos de los ooquis-
tes morfolégicamente afines a ella y no encuadrables en otras especies,
cuando se realizan exdmenes sistematicos de muestras de campo (AN-
DRES, 1969). :

Por las razones anteriormente expuestas, parece justificable la reali-
zacion de un estudio morfolégico y estadistico de més de una generacién
de ooquistes, producidos a partir de una infeccién monoquistica. El tra-
bajo presente consiste en el estudio de 1.000 ooquistes por periodo paten-
te de cada una de las dos infecciones consecutivas, experimentalmente
producidas en un mismo animal.

MATERIAL'Y METODOS

Se utilizaron conejos libres de coccidios obtenidos por el siguiente
procedimiento. Se aislaron hembras recién cubiertas con una tasa de
infeccién menor de 100 ooquistes por gramo de heces. Se colocaron en
jaulas metélicas suceptibles de esterilizacién mediante flameado, y se
sometieron a un tratamiento continuado de sulfametazina al 0,2 %, en
el agua de bebida. Las jaulas se esterilizaron cada segundo dia y se controlé
diariamente la eliminacién de ooquistes que fue descendiendo hasta que,
a los quince dias, se hizo nula. La alimentacién consistié en un granulado
comercial con un coccidiostatico incorporado. La aplicacién de sulfame-
tazina se suspendié dos dias antes del tiempo previsto para el parto, con-
tinudndose una semana post partum.

El aislamiento de un sélo ooquiste se realizé por el método descrito
por Davies, JoyNer y KEnDALL (1963), a partir de las heces de un conejo
con un parasitismo moderado por E. perforans y E. medic. El ooquiste
elegido fue un ejemplar de E. perforans de 18 X 12 micras, de paredes
paralelas, polos achatados, sin micropilo visible y con el cuerpo residual
ooquistico formado por unos pocos granulos.

La administracién al conejo se realizé en una cépsula de gelatina
dentro de la cual iba el ooquiste en su soporte de agar. La infeccién
tuvo éxilo, pero proporcioné un nimero de ooquistes insuficientes para
proseguir la experiencia. En consecuencia, se procedi6 a reinfectar el

-302 -



mismo conejo, con el propio material coccidiano obtenido de él. Las
heces eliminadas durante los tres primeros dias de esta reinfeccién, pro-
porcionaron suficiente material para cl total del resto de la experiencia.
Los ooquistes de las mismas se purificaron mediante flotacién en solucién
salina saturada y centrifugacién, esporuldndose en placas con dicromato
potasico al 2 %, durante 95 horas a 26° C.

A lo largo de toda la experiencia se mantuvo al animal en el que se
logré la infeccién monoquistica, en condiciones que garantizaron la im-
posibilidad de penetraciéon incontrolada de ooquistes (esterilizacién de
jaulas cada segundo dia, habitaciones separadas, manipulacién con guan-
tes y botas distintas para cada operacién, alimentacién esterilizada, et-
cétera). Similares precauciones se tomaron con el resto de los animales
experimentales.

Antes de realizar la infeccién experimental, los ooquistes se lavaron
mediante centrifugaciones sucesivas, para eliminar todo vestigio de dicro-
mato potédsico. El nimero de ooquistes necesarios se ajusté mediante
recuento de alicuotas en cdmara McMASTER, mientras se mantenia la
suspensién de ooquistes agitada magnéticamente.

Del mismo modo que se utiliz6 un solo conejo como donante de
ooquistes, se infecté un solo conejo también, en la idea de suprimir todo
factor de variabilidad debido a peculiaridades reaccionales de diferentes
hospedadores. El conejo experimental tenia dieciocho dias de edad. Previa-
mente se habia comprobado la ausencia de toda infeccién coccidiana (ané-
lisis coprolégico).

La dosis infectante se ajusté a 1.000 ooquistes, suspendidos en agua,
administrdndose mediante sonda bucogéstrica. A los sesenta dias se apli-
¢6 una nueva dosis de 50.000, por el mismo procedimiento.

Tres dias después de cada infeccién se comenzé la recogida de las
heces totales producidas cada veinticuatro horas. El nimero de ooquistes
por gramo de heces se determiné por el método de McMASTER, siguiendo
la modificacién usual en nuestro laboratorio (CorDERO, 1958). La recogi-
da de ooquistes para estudio se llevé a cabo por el método de flotacién-
centrifuga; la esporulacién, como se indicé més arriba. El tiempo de es-
porulacién fue determinado por observaciones microscépicas con doce
horas de intervalo. ‘

El estudio morfolégico se hizo a 100 X sobre extensiones de ooquis-
tes centrifugados a partir de las placas de esporulacién. Las mediciones
se realizaron mediante ocular micrométrico con un valor por divisién de
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1,42 micras, medida que se toma para la separacién de las clases. Los
ooquistes, hasta completar 100 por muestra y dia se midieron y observaron
segiin iban apareciendo en el campo microscépico. La finica precaucién
que se tom6 (CORDERO, loc. cit.) fue que estuvieran apoyados por su eje
mayor; para lograr esto, a veces fue necesario tocar ligeramente el cubre
con un pincel o aguja.

Las determinaciones estadisticas se realizaron por el método reco-
mendado por QUENOUILLE (1959). Se ordenaron las observaciones diarias
en clases y frecuencias. Se hallé la media aritmética, la desviacién estan-
dard, el error estandard de la media y el error estandard de la desviacién.
Se estudié la presencia, forma y tamafio del micropilo y cuerpo residual,
o la ausencia de uno u otro. No se sometieron a estudio estadistico estas
observaciones.

RESULTADOS

En la primoinfeccién, el periodo de prepatencia fue de seis dias, dis-
tribuyéndose la patencia de la siguiente manera: Una primera fase de
eliminacién alta, de siete dias de duracién, durante la cual se eliminaron
el 94,8 % de los ooquistes totales, a una media de 52.400 ooquistes / g.
A continuacién hubo una fase de eliminacién media, de seis dias de dura-
cién, en la que se eliminaron un 4,5 % de los ooquistes totales, a una
media de 2.400 ooquistes/g. Finalmente, la eliminacién remanente con-
tinué durante dieciséis dias, con un 0,6 % de los ooquistes totales y una
media diaria de 370 ooquistes/g.

La esporulacién, en cifras medias, se produjo en un 90 % de los
ooquistes a las cuarenta y ocho horas.

En la reinfeccién el periodo prepatente fue de cinco dias, la elimi-
nacién alta de siete dias, totalizando un 84,1 % de los ooquistes totales, -
con una media diaria de 411.247 ooquistes/g. La eliminacién media duré
6-7 dias, significando el 13,6 % de los ooquistes totales, a razén de
66.434 ooquistes/g. La eliminacién remanente se prolongé por mas de
dieciséis dias, fue un 2,3 % de la totalidad, con una media de 11.367
ooquistes/g.

Morfolégicamente, los ooquistes observados pertenecian a todos los
tipos habituales en el «complejo perforans». La distribucién de frecuencias
de longitud y anchura de los 2.000 ooquistes observados se resumen en
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las tablas I y II. En la primoinfeccién, se obtuvo una longitud media
de 13,83 *+ 0,22 con una desviacién tipica de 6,75 = 0,17, equivalente a
19,6 micras. La anchura media fue de 9,16 = 0,15, con una desviacién ti-
pica de 4,6 = 0,12, que en micras es 13,0. El indice longitud/anchura
hallado fue de 1,50 sobre las medias. Las oscilaciones fueron de 12,7 a
28,4 micras para las longitudes y de 9,9 a 19,8 micras para las anchuras.

En la reinfeccién se obtuvo una longitud media de 13,3 = 0,19 con
una desviacién tipica de 5,9 = 0,15 igual a 18,8 micras. La anchura media
fue de 9 = 0,13 con una desviacién tipica de 4 % 0,10, igual a 12,7 mi-
cras. El indice longitud/anchura fue de 1,47. Las oscilaciones encontradas
fueron de 8,5 a 29,4 micras para las longitudes y de 8,5 a 21,3 micras
para las anchuras.

A la variabilidad notable en el tamafio correspondié también una
marcada diversidad en la forma del cuerpo residual ooquistico. En la
primera infeccién se encontré que un 61,5 % de los ooquistes tenia cuerpo
residual esférico, de un tamafio medio de 2,9 micras; un 11,5 % tenia
el cuerpo residual ovalado, con unas dimensiones de 3,6 por 2,2 micras;
un 2 % tenia el cuerpo residual formado por granulos dispuestos en forma
triangular; un 22 % poseia el cuerpo residual también formado por varios
granulos, cinco frecuentemente, dispuestos en forma de paréntesis; final-
mente, un 3 % de los ooquistes carecian de cuerpo residual ooquistico.

La evidencia de micropilo dependié en gran manera del tratamiento
de los ooquistes. Cuando en algunas muestras se deformaron los ooquistes,
hecho que atribuimos al tratamiento salino y a la centrifugacién, apare-
ci6 micropilo en un 32-34 % de los ooquistes, con un tamafio medio de
3,5 micras. En las muestras normales, el nimero de ooquistes con micro-
pilo evidente fue de un 2 %.

En la reinfeccién, el cuadro de variaciones morfolégicas fue similar;
un 70,2 % tenia cuerpo residual esférico de 2,4 micras de media; un 14 %
de forma oval, de 3,5 por 1,8 micras; un 2 % de forma triangular; un
10,8 % tenia cuerpo residual puntiforme; y, un 3 %, carecia de todo cuerpo
residual ooquistico.

Finalmente, si se traza una curva con los valores de frecuencias en
las abscisas y los de las clases en las ordenadas, de las cifras de longitud
de los 1.000 ooquistes medidos en cada infeccién, cuadros I y II, se
aprecia que la curva es bimodal, con dos méximos en las clases 15 y 13

(21,3 y 18,4 micras).
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DISCUSION

Es sorprendente que una estirpe de E. perforans, obtenida a partir
de un solo ooquiste de tamafio medio y sin casi cuerpo residual ooquistico,
produzca una tan significativa multiplicidad de formas del cuerpo residual
y una variacién tan notable en cuanto a tamafios. Practicamente, con nues-
tros resultados coinciden las cifras tipo dadas por otros autores para la
especie. Nuestro estudio confirma lo ya deducible de la bibliografia sobre
este coccidio (cuadro III), que se trata de una especie pleomorfica
—en la extensién que en coccidios puede tener esta palabra— y, por esta
razén, se han descrito formas como pertenecientes a mas de una especie.
La bimodalidad de la curva de frecuencias de las clases es un argumento
més en apoyo, tanto de lo anteriormente dicho, como de la dificultad
en la interpretacién como E. perforans de muchos de los ooquistes que se
encuentran en las infestaciones naturales.

La clase de mayor frecuencia, 20,3 micras de longitud, es muy préxi-
ma a la media normal atribuida en la bibliografia a E. perforans. La se-
gunda clase de mayor frecuencia (18 micras) estd muy cerca de la media
atribuida por MAROTEL y GuiLHON (loc. cit.) para E. lugdunumensis. Si,
ademds de esto, consideramos que las demds caracteristicas morfolégicas
de E. lugdunumensis las hallamos entre los ooquistes de nuestras infec-
ciones puras, de acuerdo con lo ya apuntado por PELLERDY (loc. cit.), esta
especie bien podia pasar a la sinonimia de E. perforans.

Ante nuestros resultados, sometemos también a critica la validez de
I:. nagpurensis GIiLL y RAY (1960). Las longitudes atribuidas para esta
especie (entre 20 y 26 micras) caen (véase el cuadro I de nuestros resul-
tados) entre las clases 15 y 19, totalizando 418 observaciones sobre 1.000.
La anchura de esta especie, de 10 a 15 micras cae dentro de mds de 900
observaciones del cuadro I de nuestros resultados. En cuanto a la ausen-
cia de cuerpo residual ooquistico, como dato taxonémico diferencial, no
lo encontramos como caracteristica univoca. En nuestros resultados se
encuentran un 3 % de los ooquistes carentes de cuerpo residual, y un gran
nimero (de 10 a 22 %) tiene el cuerpo residual reducido a unos pocos
granulos insignificantes y sin agrupar.

Por razones que se alcanzarén a cualquier experto en el problema,
no consideramos en el mismo caso a k. exigua YAKIMOFF, 1934 (véase
PELLERDY loc. cit.), aunque para su entera identidad, faltan datos simila-
res a los obtenidos en este trabajo para E. perforans.
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Concluimos que, la admisién de las especies sometidas a critica en
esta discusién, debe ser provisional mientras no se realice el estudio de
las fases endégenas y no se puedan establecer otro tipo de diferencias.
Una vez maés se corrobora que los ooquistes sélo pueden servir para dife-
renciar especies en presencia de caracteristicas morfolégicas inequivocas.
No, en cambio, cuando hay similitudes grandes o considerables variacio-
nes morfolégicas.

De acuerdo con la magnifica obra de PELLERDY (loc. cit.) y como
consecuencia del presente trabajo y uno anterior ANDRES (loc. cit.), acon-
sejamos la siguiente clave para la identificacién, a groso modo, de los
ooquistes de coccidios del conejo doméstico en el Noroeste de nuestro pafs.

1. Ooquistes 0vOid€oS ...ccocvererererererrrreennnnes SR 2
Ooquistes elipsoideos o subcilindricos .............. — 4
Ooquistes piriformes u oblicuos .................. ssesesssEesEs 6

Ooquistes esféricos o esferoideos, esporonte llenando
todo el ooquiste; sin cuerpo residual ooquistico

cuando esporulados; 14 X 12 micras de media ...... E. exigua
2. Con micropilo y cuerpo residual ooquistico; mi-
cropilo provisto de formaciones labiformes ............. E. magna
Con micropilo normal y cuerpo residual ooquistico. [. matsubayashii
Con micropilo y sin cuerpo residual ooquistico .... 3
3: ‘Con micropilo prominente s s E.irresidua
Con micropilo liso, inaparente a veces ........ccccuc... E. stiedae

4. Sin micropilo evidente; con cuerpo residual ooquis-
tico variable, esférico, triangular o compuesto por
una cadena de granulos ......... eessmssensenssasaman e manca A E. perforans
Con micropilo y cuerpo residual ooquistico bien
ANITIest0 secorsmsssusmmssisss re st RO -

5. Con tamafio que no sobrepasa las 36 micras; indi-

ce longitud/anchura inferior a dos .....cccccovuvecvuvuneee. E. media

Con tamafio superior a 32 micras; indice longi-

tud/anchura superior a dos .....cviiinniniiniennnn. E. neoleporis
6. Con cuerpo residual 00quisStico ......cocevuivircriruennnens E. intestinalis

Sin cuerpo residual 0oquistico .......ccecveerevvvuenennee E. piriformis
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RESUMEN

Ante el ntimero de especies de Eimeria pardsitas del conejo, préximas
a E. perforans, y dado que los ooquistes de esta especie son bastante pleo-
mérficos, se realizé un estudio biométrico y estadistico de 1.000 ooquistes
por infeccidn, en el tercero y cuarto pase, y de una estirpe de esta especie.
La estirpe se obtuvo por infeccién a partir de un solo ooquiste. Se estudia-
ron los ooquistes eliminados en una primoinfeccién por dosis moderada
y de la reinfeccién con masas. De los resultados del trabajo se concluye
que E. lugdunumensis, E. nagpurensis y E. perforans, no pueden ser di-
ferenciadas entre si, sobre la base de la morfologia de sus ooquistes. La
validez como especie de E. lugdumensis y E. nagpurensis debe ser demos-
trada mediante estudios histolégicos e inmunolégicos.

RESUME

Vu le nombre d’especes ’Eimeria parasitaires dans le lapin et proches
de I’E. perforans et étant donné 'que les oocystes de cette espece sont
assez pléomorphiques, on effectua une étude biométrique et statistique
de 1.000 oocystes par infection, dans la troisieme et la quatrieme passage
d’une souche de cette espece. La souche fut obtenue par infection a par-
tir d’un seul oocyste. On étudia les oocystes éliminés dans une premieére
infection avec de petites doses, et la réinfection avec de grandes doses.

D’apreés les résultats du travail, on tire la conclusion que les E. lug-
dunumensis, les E. nagpurensis et les E. perforans ne peuvent étre diffé-
renciées entre elles si 1’on considére la morphologie de leurs oocystes.

La validité comme espéces d’E. lugdunumensis et d’E. nagpurensis
doit étre démontrée au moyen d’études histologiques et immunologiques.

SUMMARY

As the number of Eimeria spp. from rabbit which are morphologica-
lly near to F. perforans is comparatively large, and presuming that the
oocysts of the mentioned specie are rather pleomorphic, the authors have
performed a biometric and statistic study of 1,000 oécyéts from each of
the 3rd and 4th passages of a pure strain. The strain was made up by
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isolating a single oGcyst, and the study was carried through a moderate
primary infection and a massive challenge. The pleomorphism os this
specie, specially in the oocystic residual body was observed. From the
results the authors concluded that E. lugdunumensis, E. nagpurensis and
E. perforans can not be differenciated on the sole bases of their oGeyst
morphology. The validity of E. lugdunumensis and E. nagpurensis as spe-
cies should be adchieved through histological and immunological research.
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TABLA I - PRIMOINFECCION

Frecuencia de longitudes

Dias p. i.

Total

g O IR IEE 7 e 1V R Bt
Lc;ngitlides
(clases)
20 2 1 2 2 7
19 2 2 1 2 7
18 5 1 6 1 1 2 1 2 19
17 6 4 4 4 3 6 7 8 5 4 51
16 17 15 8 11 14 9 6 6 10 9 105
15 28 30 23 26 34 19 18 18 21 19 236
14 8 15 13 23 16 16 19 10 18 15 153
13 5 12 23 17 17 24 30 24 12 34 1:9;8
12 17 16 16 14 13 13 8 8 22 10 P3»7
11 8 2 4 3 2 8 9 4 4 4 48
10 2 1 1 5 2 14 7 2 34
9 1 1 2 1 ) ‘
TOTAL 1.000 ooquistes
Frecuencia de anchuras
Dias p. i. o 11 12 13 15 17 18 19 25 26 geecdl
Anchuras
(clases)
14 2 2
13 1 1 2
12 10 3 1 1 2 2 19
1T 9 6 4 13 6 8 14 4 5 69
10 42 63 30 39 46 47 28 10 35 26 366
9 27 19 34 33 33 28 28 36 25 45 318
8 9 8 33 21 7 17 25 30 35 19 204
T 1 3 3 1 8 1 3 20

TOTAL 1.000

Valor de las clases en micras = n X 1,42.
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TABLA II - REINFECCION

Frecuencia de longitudes

Total
Dias p. i. 6 7 8 9 12 13 14 16 18 21 frecieteias
Longitudes
(clases)
21 1 1
20 2 1 3
19 1 1
18 4 1 2 1 8
17 6 1 1 3 5 4 2 5 7 5 39
16 6 5 8 8 6 5 9 10 9 16 62
15 10 14 18 24 27 28 28 24 32 31 236
14 26 19 19 19 15 17 12 10 11 5 153
13 25 23 23 18 19 23 21 21 19 14 206
12 10 10 11 17 19 16 18 21 17 11 150
11 9 13 7 7 8 6 7 9 1 67
10 4 11 7 2 3 2 -1 30
9 1 31 1 1 1 8
8 1 1
6 1 1

1.000 ooquistes

Frecuencia de anchuras

Dias p. i. 6 7 8 9 12 13 14 16 18 21 fre;l;.l(z:tr?cl:ias
Anchuras
(clases)
15 L 1
14, 1 1 2
13 1 1
12 9 6 1 3 19
11 14 7 1 3 4 7 8 44
10 15 7 20 13 28 33 20 61 72 61 330
9 32 41 33 42 49 32 31 23 14 6 303
8 22 47 27 42 17 27 40 16 4 7 253
7 5 5 7 3.3 -4 4 2 1 34
6 P el -1 3
TOTAL 1.000 ooquistes

Valor de las clases en micras = n X 1,42.
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