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Resumen

Eimeria spp. es un parésito protozoario intracelular obligado causante de la coccidiosis,
afectando diversas especies animales, provocando diarrea sanguinolenta y pérdida de peso.
Esta investigacion logré identificar morfoldgicamente especies de Eimeria spp. en conejos,
determinar su prevalencia ¢ intensidad parasitaria. Ademas se describen factores de riesgo
dentro de las fincas como hacinamiento, humedad, altas temperaturas y errores en protocolos
sanitarios.

Materiales y métodos: Se recolectaron 56 muestras fecales de conejos en 17 fincas en el
departamento de Boyaca entre enero y abril de 2026. Las muestras se agruparon en 17 pooles,
correspondientes a cada finca, fueron analizadas mediante técnicas de flotacion , esporulacion
de ooquistes, y microscopia optica. Adicionalmente, se realizo6 PCR convencional dirigida a
la region ITS-1.

Resultados: El 66% (11/17) de las muestras resultd positivo con morfologia compatible con
especies de Eimeria spp. Se identificd presuntivamente la presencia de E. magna (64%), E.
perforans(27%), E. exigua(27%) y E. media(36%)relacionadas con coccidiosis intestinal, y
E. stiedae (36%) relacionada con coccidiosis hepatica. La identificacion utilizando PCR para
la amplificacion de la region ITS-1 no fue exitosa, a pesar de realizar multiples ensayos y
ajustes en las condiciones.

Conclusiones: La mayor intensidad parasitaria se presenté en gazapos de 1 a 4 meses de
edad, lo que sugiere mayor susceptibilidad inmunitaria. Aunque la identificaciéon molecular
no pudo confirmarse, los hallazgos evidencian la necesidad de fortalecer las medidas de
higiene y control para disminuir la transmision del parésito en la produccion cunicola de
Boyaca.

PALABRAS CLAVES: Eimeria spp., coccidiosis, conejos, parasitosis.



Introduccion

La cunicultura es el proceso de reproduccion y cria de conejos a nivel industrial con el fin de
aprovechar su carne y subproductos. En Colombia, esta actividad estd emergiendo como una
alternativa del sector agropecuario por sus procesos productivos de bajo costo; Se puede
llevar a cabo en pequefias parcelas, lo que la convierte en una opcion para sectores del pais
donde es reducido el consumo de proteina animal, ya sea por escasez o alto costo. Este tipo
de carne se presenta como una alternativa en la canasta familiar por su alto contenido de
proteinas, vitaminas, y minerales, un bajo porcentaje de calorias y colesterol, ademas de su
facil digestion (1).

Boyacd es uno de los departamentos de Colombia que sobresalen por su economia
agropecuaria. Esto lo hace un punto estratégico para poner en marcha este tipo de iniciativas;
sin embargo, las condiciones de temperatura y humedad de algunos municipios del
departamento favorecen el desarrollo de agentes patégenos, uno de estos agentes es Eimeria
spp. quién favorecido por condiciones climaticas, de hacinamiento, higiene y cria intensiva
tiene un ambiente ideal para su esporulacion, desarrollo y diseminacion (1).

Eimeria spp. causa en los gazapos retraso en el crecimiento e incluso la muerte, lo que
representa altas pérdidas econdmicas a los productores, Eimeria spp. no es un agente
zoondtico, sin embargo, se pueden presentar coinfecciones con agentes patdgenos como
Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter, Cryptosporidium entre otros, que tras la
ingestion de carne contaminada pueden causar cuadros clinicos importantes en el humano
(1-2).

Este trabajo pretende evaluar la presencia de Eimeria spp. en diferentes fincas dedicadas a la
cunicultura en los municipios de Sogamoso, Nobsa y Tibasosa en el departamento de Boyaca

donde actualmente no se cuenta con datos actualizados sobre la prevalencia de la infeccion.



Descripcion del proyecto:

Planteamiento del problema

A pesar de que la infeccion por Eimeria spp. puede ser una enfermedad de relevancia clinica,
tras una revision exhaustiva en bases de datos como PubMed, Google Académico,
ScienceDirect y SciELO, en la actualidad son escasos los reportes sobre la prevalencia de
casos en conejos a nivel local, aunado a las dificultades diagndsticas relacionadas con la
variabilidad en los periodos de excrecion de ooquistes en las heces del conejo. Por lo anterior,
surge la necesidad de llevar a cabo este estudio con el fin de determinar la ocurrencia de la
infeccion por este parasito en conejos de municipios de Boyaca.

Por lo tanto, se establece la siguiente pregunta de investigacion:

(Cual es la ocurrencia de la infeccion por las diferentes especies de Eimeria spp. en heces de
conejos de municipios de Boyaca?

Justificacion

Una de las causas de infeccion intestinal en animales, que involucra agentes protozoarios es
Eimeria spp. Este género, afecta multiples especies animales, sin embargo, en animales
domésticos como los conejos, la infeccion se presenta principalmente en animales jévenes o
seniles asi como en animales con diferentes niveles de inmunosupresion o que se encuentran
en condiciones deficientes de higiene y hacinamiento. Esta parasitosis suele causar sintomas
como diarrea con sangre, retraso en el crecimiento, pérdida de peso, deshidratacion y, en
casos graves, puede llegar a causar la muerte si no se diagnostica y controla de forma
oportuna. El diagnostico oportuno de la enfermedad y la identificacion de especies permite
hacer un tratamiento certero que frene la progresion del cuadro clinico, frena la dispersion del
parésito dentro del criadero, permite determinar la gravedad de la infeccion, evita el uso de

antiparasitarios sin espectro de acciéon de forma que se previene la aparicion de resistencia.



En el contexto actual no se encuentra informacion local sobre la epidemiologia del parasito,
ni se cuenta con informacién actualizada sobre especies predominantes, por lo tanto esta
investigacion otorga datos hasta el momento desconocidos sobre prevalencia, especies
predominantes y problemas en el manejo sanitario en los municipios de Sogamoso, Tibasosa
y Nobsa en granjas dedicadas a la cria intensiva de conejos.

Objetivos

General:

Realizar la caracterizacion morfoldgica presuntiva de las especies de Eimeria spp. presentes
en muestras de heces de conejos procedentes de municipios de Boyacd, evaluando su
prevalencia, intensidad parasitaria y los factores predisponentes asociados.

Especificos:

e Determinar la presencia de Eimeria spp. en muestras de heces de conejos a través de
la técnica de McMaster modificada.

e [dentificar presuntivamente las especies del género Eimeria spp. presentes en las
muestras mediante la evaluacion de criterios morfologicos y morfométricos por
microscopia Optica, y confirmar su presencia mediante la técnica de PCR, a través de
la amplificacion de la region ITS-1.

e Describir los factores predisponentes asociados a la presencia de Eimeria spp. en la
poblacién muestreada.

1. Antecedentes

En estudios previos, se ha descrito gran diversidad de especies que afectan diferentes partes
del tracto gastrointestinal, las cuales fueron identificadas mediante microscopia convencional,
que permite la observacion directa de quistes, ooquistes, huevos y/o larvas en muestras de

materia fecal. Dentro de estas parasitosis Eimeria spp. s un agente causal de importancia en



clinica veterinaria, es un parasito cosmopolita, que afecta a diferentes especies (Anexo 1)
(2-15).

1.1 Identificacion morfolégica y molecular de Eimeria spp. en otras especies animales:
En este contexto, diversos estudios han profundizado en la aplicacion de estas técnicas: Trejo
(3) llevd a cabo la identificacion morfolégica y molecular de Eimeria spp. en ovinos de la
region sur-oriente del estado de México, en este estudio logro la identificacion de 11 especies
de Eimeria spp., (E. ovinoidalis, E. faurei, E. weybridgensis, E. crandallis, E. ahsata, E.
granulosa, E. marsica, E. parva, E. ovina, E. intricata, E. pallida) basado en las
caracteristicas morfologicas de los ooquistes: forma, tamafio, presencia o ausencia de
micropilo y del tapén de micropilo. Para la PCR, se amplificd la region ITS-1 para la
identificacion especifica y la elaboracion de estudios filogenéticos de las 11 especies
conocidas de Eimeria spp. en ovinos.

Lopez (4), realizé la identificacion morfométrica de Eimeria spp. en un hato caprino en la
universidad nacional agraria de Nicaragua, utilizando una herramienta de medicion métrica
fija de las dimensiones en micras de los ooquistes, del esporozoito y la presencia/ausencia de
micropilo. Como resultado se evidencio la presencia de al menos 10 especies de Eimeria
spp., (E. parva, E. hirci, E.arloingi, E. granulosa, E. intrincata, E. crandallis, F.
ninakohlyakimovae, E. caprina, E. jolchijevi y E. alijevi).

Vidal et al. (5) evaluaron la variacidon promedio en el tamafio de los ooquistes de Eimeria spp.
segin rangos de edad en terneros e intensidad de la infeccion, a su vez identificaron las
especies Eimeria spp. presentes utilizando la morfometria. Las muestras utilizadas para el
estudio fueron recogidas entre los afios 2010-2011, en el municipio de Pirai, Rio de Janeiro,
en total se recolectaron 1512 muestras de heces fecales de 57 terneros, de ese total 955

muestras eran de teneros con edades de entre 0 y 100 dias de edad y otras 557 cuando tenian



entre 101-180 dias de edad. A las muestras positivas por microscopia se les agreg6d dicromato
de potasio al 2.5% para inducir la esporulacion, posterior a esto se hizo la identificacion de
especies midiendo los didmetros mayor y menor y el ancho de la pared, calculando a su vez el
indice morfométrico. Como resultado utilizando las caracteristicas morfolégicas y
morfométricas de los ooquistes esporulados se logrd identificar 9 especies de Eimeria spp.,
(E. ellipsoidalis, E. alabamensis, E. bovis, E. zuernii, E. subspherica, E. cylindrica, E.

auburnensis, E. wyomingensis y E. canadensis). Estudiadas en terneros. Se resaltd entonces

que aunque puedan existir variaciones intraespecificas, principalmente en infecciones
intensas, esta intensidad de infeccion no interfiere en la morfometria.

Carneiro et al. (6), llevo a cabo la epidemiologia y caracterizacion morfométrica de Eimeria
spp. en ovejas del norte del estado de Parand, en este caso las muestras fueron recolectadas
entre noviembre del 2016 y septiembre del 2018, en total se tomaron muestras de 807 ovejas
para realizar la identificacion se utilizd dicromato de potasio al 2,5% para inducir la
esporulacion de los ooquistes. Del total de muestras recogidas, 662 dieron positivo y 268 que
presentaban cargas altas fueron utilizadas para la identificacion de especies, se lograron
identificar 10 especies Eimeria spp.,(E. ovinoidalis, E. crandallis, E. parva, E. bakuensis, E.
pallida, E. faurei, E. granulosa, E. ahsata, E. intricata y E. punctata) Por lo tanto, la
morfologia permite una identificacion precisa de la especie, un punto clave para el
diagnostico en animales.

Como complemento a la microscopia, la implementacion de la PCR permite el diagndstico de
la infeccidn en etapas tempranas incluso cuando no se ha dado la excrecion de ooquistes, asi
mismo permite la deteccion de la infeccion incluso en cargas parasitarias muy bajas, en el

caso de querer hacer asignacion de especies la PCR permite hacerlo con exactitud contrario a



la microscopia donde por las similitudes en tamafio y morfologia la clasificacion resulta
presuntiva (7).

En este sentido, varios autores han detallado el uso de la PCR en el diagnostico parasitario,
un ejemplo de esto se observa en el estudio realizado por Carvalho et al. (7), realizado en
granjas avicolas del complejo productivo de Feira de Santana, en el estado de Bahia. Las
muestras fueron heces fecales frescas; se pusieron a esporular en dicromato de potasio al
2.5% durante 7 dias, posterior a esto se realizo su medicion tomando foto de los ooquistes de
cada muestra de forma aleatoria, los parametros tenidos en cuenta para la identificacion
morfoldgica fue su longitud, ancho y forma; Mediante la aplicacion de la PCR se amplifico la
region ITS-1 evidenciando una alta frecuencia de especies de Eimeria spp. (E. praecox, E.
maxima, E. mitis y E. necatrix, E. tenella, E. acervulina y E. brunetti). Sin embargo,
utilizando la puntuacion de lesiones, las especies mas comunes fueron E. maxima (46,7%,), E.
acervulina (30%), E. tenella (23,3%) y E. necatrix (10%). E. brunetti y E. praecox en el
lugar. Llegaron a la conclusion de que la técnica de PCR utilizada como diagndstico rutinario
en granjas, podria mejorar el seguimiento de las variaciones en las poblaciones de Eimeria
spp. ayudando a tomar medidas de control oportunas, evitando realizar trabajos innecesarios
y reduciendo a su vez los costos de produccion.

De igual manera Schnitzler et al. (8), realizaron la amplificacion de la region ITS-1 del ADN
ribosomal, el cual les permiti6 diferenciar 4 especies de Eimeria spp.,(Eimeria acervulina, E.
brunetti, E. necatrix y E. tenella) presentes en pollos. Los resultados demostraron la alta
sensibilidad y especificidad con la que cuenta la prueba PCR logrando identificar infecciones
en etapas tempranas y las cuales no contaban con algun signo clinico, ademés la prueba

permiti6 identificar infecciones mixtas en las muestras de campo.



En otra investigacion realizada por Haug et al. (9), se realizo la comparacion del uso de las
técnicas morfométricas y el uso de la PCR, para la identificacion de especies de Eimeria spp.,
en pollos de engorde comerciales en granjas avicolas de Noruega. Se recolectaron muestras
en 2 afos diferentes, el primer andlisis con muestras tomadas entre el 2000-2001 y las
especies de Eimeria spp.,. lograron ser identificadas por medio del uso de Primers especificos
de la especie que estaban dirigidos a ITS-1 E. acervulina (100%), E. tenella (77%), E.
maxima (25%), E. praecox (10%) y E.necatrix (2%). Como resultado obtuvieron que en
menos de la mitad de los casos se presentd una coincidencia perfecta entre la microscopia y la
PCR, especularon que la diferencia entre los resultados obtenidos podria deberse
principalmente a la sensibilidad de la PCR, dado que esta tiene la capacidad de detectar
coccidios hasta en su forma de esporozoitos individuales en cada reaccion.

Identificacion morfolégica y molecular de Eimeria spp. en conejos:

En conejos se han realizado diferentes estudios en paises de América, Asia y Europa, en cada
caso se encontrd una o mas especies de Eimeria spp. presentes en al menos un 70% de los
animales muestreados pertenecientes a granjas que manejan una cria intensiva, en sistemas de
produccion con controles estrictos hasta en un 25% de la poblacion cunicola, lo que establece
la idea de una alta prevalencia del parasito en este tipo de poblacion (1,2,10,13,17,30,33).

Lin et al., (10) realizaron un estudio sobre la prevalencia de Eimeria spp. en conejos
domésticos de 48 granjas ubicadas en provincias en China, se recolectaron 480 muestras de
heces y se realizd recuento, aislamiento, esporulacion y observacion microscopica de los
ooquistes del coccidio, se logr6 identificar que la prevalencia general de la infeccion fue del
41.9% (201/480) causado por las especies Eimeria: E. perforans, E. media , E. magna , E.
irresidua y E. intestinales.

Ola-Fadunsin et al., (11) realizaron la determinacion de la prevalencia de Eimeria spp. en



conejos de 7 fincas en Ilorin Nigeria, recolectaron 215 muestras de heces de conejo algunas
directamente del recto y otras tomadas de piso, usaron técnicas de flotacion para la
cuantificacion de ooquistes, posteriormente se llevaron a una solucién de dicromato de
potasio al 2.5% para su esporulacion. Se identificaron las especies de acuerdo a sus
caracteristicas morfologicas como tamano, pared, micropilo entre otras. Se logro establecer
que de 215 conejos el 78.6% (169/215) estaban infectados y se logré la identificacion de 7
especies: E. coecicola (22.3%), E. irresidua (16,3%), E. perforans (14,0%), E. magna
(8,8%), E. intestinalis (7,0%), E. stiedai (6,5%), E. flavescens (3,7%).

Elshahawy I y Elgoniemy A(12) estudiaron la infeccién de parasitos entéricos en conejos
domésticos en el Alto Egipto, se recolectaron 298 muestras en distintas localidades y granjas,
las muestras fueron llevadas a una solucién de flotacion saturada con sal y se realizé recuento
en camara de McMaster, se identificéd la presencia de parasitos entéricos en el 68.12% de los
animales muestreados, en el 5.7% de los casos se evidencié la presencia de helmintos y en el
49% la presencia de protozoarios, donde el 33.9% pertenecid al género Eimeria spp. y el
15.1% a Cryptosporidium. Tras la esporulacién de ooquistes las especies identificadas de
Eimeria spp. fueron: E. media, E. intestinalis, E. coecicola, E. magna, E. exigua, E.
perforans, E. flavescens y E. piriformis. Se logré determinar una mayor susceptibilidad a los
coccidios en los animales mas jovenes y particularmente al género Eimeria spp. en las
hembras.

Li et al. (13) recolectaron muestras fecales de conejos de una granja en Harbin, China. Se
usaron técnicas de sedimentacion y flotacion para el aislamiento de ooquistes, se hizo una
caracterizacion morfologica basada en el tamafo del ooquiste, el residuo del ooquiste , el
micropilo y en tiempos de esporulacion. Adicionalmente se realizé PCR usando 11 primers

especificos dirigidos a la region ITS 1, los productos fueron purificados y las secuencias



obtenidas comparadas en la base de datos de GenBank. Se identificaron 8 especies de
Eimeria spp. por micrometria (E. vejdovskyi (o E. coecicola), E. intestinalis (o E. piriformis),
E. flavescens, E. magna, E. media, E. stiedai, E. perforans y E. exigua. )y de esas 6 lograron
ser detectadas por PCR (E. vejdovskyi, E. piriformis, E. flavescens, E. magna, E. media y E.
stiedar)

Qin et al. (14) recolectaron 344 muestras fecales de tres granjas en Luoyang, provincia de
Henan, China. Para la deteccion inicial de los ooquistes, emplearon la técnica de flotacion
con solucidén azucarada de Sheather; posteriormente, las muestras positivas se sometieron a
esporulacion en una solucion de dicromato de potasio al 2.5% para su identificacion
morfoldgica. Adicionalmente, realizaron una PCR anidada basada en los loci de los genes
18S rRNA, ITS-1 y COI. Mediante microscopia, se logroé identificar la presencia de E.
vejdovskyi (39.5%), E. magna (18.0%), E. perforans (17.4%), E. intestinalis (12.5%), E.
media (11.9%), E. coecicola (4.4%), E. irresidua (3.8%), E. exigua (2.6%), E. stiedai (2.3%)
y E. piriformis (1.5%). Mediante biologia molecular, se lograron amplificar con éxito los
fragmentos de secuencia correspondientes a los genes 18S rRNA, ITS-1 y COI de E. magna,
E. vejdovskyi, E. perforans, E. media, E. intestinalis y E. coecicola.

Existe escasa informacion a nivel local sobre reportes de especies de Eimeria spp. En conejos
esto dificulta la comprension de la epidemiologia de la enfermedad en esta especie,
demostrando la importancia de desarrollar nuevos estudios que permitan expandir el
conocimiento, mejorar las medidas para el diagndstico y control de esta parasitosis.

2. Marco referencial

El primer registro de la existencia del género Eimeria fue detallado en 1674 cuando Antonie
Van Leeuwenhoek descubrid la presencia de ooquistes en la bilis de conejos domésticos, este

descubrimiento abri6 la puerta a investigaciones sobre el género. En conejos, los primeros



estudios sobre coccidios datan de 1839 cuando Hake descubri6 los procesos patologicos en
higado y duodeno producto de la infeccidn con Eimeria spp.; sin embargo, pasé mucho
tiempo para entender el ciclo de vida del paréasito. Para el siglo XX se describio la
multiplicacion en el intestino del conejo que resulta en produccion de ooquistes. Los
anteriores descubrimientos permitieron que de 1924 en adelante se llevaran a cabo numerosos
estudios que han permitido la descripcion de las distintas especies del género, asi mismo se
han realizado estudios en distintos paises a nivel mundial lo que ha permitido concluir la
presencia global del parésito (2).

2.1 Eimeria spp.

Eimeria spp., es un parasito coccidio perteneciente al phylum Apicomplexa, que se
caracteriza por poseer un complejo apical el cual le permite penetrar las células del
hospedero, es un parasito intracelular obligado, lo que significa que no tiene la capacidad de
reproducirse fuera de la célula del huésped. Ademds, se puede encontrar en diversos
hospederos como aves y mamiferos. Los conejos pueden verse infectados por mas de 20
especies de coccidios pertenecientes al género Eimeria spp. Las especies mas comunes que se
encuentran son: E. perforans, E. media, E. irresidua que afectan a nivel intestinal y E. stiedae

que afecta ademads a los hepatocitos (Tabla 1) (15).

Tabla 1. Localizacion anatomica de las especies de FEimeria spp. reportadas en conejos. Tomado de:

Ordoéiiez-Olvera et al.(2025) y adaptado para el presente estudio.

Hospedero Especie de Eimeria Localizacion anatomica
E. coecicola Parte posterior del ileon y ciego
Conejo
E. exigua Heces
(Oryctolagus
cuniculus) E. flavenscens Ciego




E. intestinalis Yeyuno e ileon

E. irresidua Intestino delgado
E. magna Yeyuno e ileon
E. media Intestino delgado y grueso
E. neoleporis Parte posterior del intestino delgado y grueso
E. perforans Intestino delgado y ciego
E. piriformis Intestino delgado y grueso
E. stiedae Epitelio de los conductos biliares
E. vejdovskyi fleon

2.2 Etiologia de la infeccion

La infeccién se adquiere mediante la ingestion de ooquistes esporulados presentes en el
ambiente. En el animal infectado, el parasito se replica en el intestino delgado, lo que resulta
en la excrecion de ooquistes no esporulados en las heces. Muchos conejos se infectan con
especies de Eimeria spp. a lo largo de su vida, incluso algunos permanecen infectados toda la
vida sin desarrollar el cuadro clinico de la enfermedad, esto dependera del estado inmune del
animal. La transmision se ve favorecida por la cria intensiva de conejos en espacios reducidos
donde se presenta hacinamiento y se da la dispersion del agente por su rapido y directo ciclo
de vida (15).

Los recuentos del parasito varian en funcion de la edad del animal, los conejos jovenes recién
destetados (4-5 semanas) son mas susceptibles a desarrollar la infeccion y a tener los

recuentos mas altos, hacia los 4 meses de edad los recuentos disminuyen sin desaparecer en



casos donde no se ha dado un tratamiento completo, ya en adultos los recuentos son bajos y

hay una menor probabilidad de desarrollar las manifestaciones clinicas de la infeccion (16).

Tabla 2. Niveles de patogenicidad de especies de FEimeria spp. reportadas en conejos. Tomado de:

Ordoéiiez-Olvera et al.(2025) y adaptado para el presente estudio.

Nivel de patogenicidad  Especie de Eimeria spp.

Signos/lesiones

E. coecicola

No patogena
E. vejdovskyi
E. neoleporis
Poco patogena E. exigua
E. perforans
E. magna
E. irresidua
Patogena

E. media

E. piriformes

Produce hipertermia y depositos
blancos grisaceos en la valvula

ileocecal.
Leve irritacion de la mucosa.
Escasas
Ligera inflamacion de la mucosa
Escasas

Noédulos pequetios de color
blanquecino en la pared del

intesttino delgado.

Hay engrosamiento de la mucosa,
hipertermia y contenido rosado en

el intestino delgado.

Nodulos de color gris blanquecino
en la mucosa, hipertremia y

petequias en el intestino.

Enteritis catarral y nddulos en el



ileon.

Noédulos de color gis-blanquecino
E. intestinalis
en ileon y valvula ileocecal.

Hay engrosamiento de la mucosa y
E. flavescens
Muy patogena petequias en colon y ciego.

Nédulos blanquecinos en la
E. stiedae superficie hepatica y dilatacion de

los conductos biliares.

2.3 Ciclo de vida

El ciclo de Eimeria spp. es complejo y se compone de tres fases como se evidencia en la
figura 1: Esporogonia (en el ambiente), esquizogonia o merogonia (fase asexual dentro del
hospedero) y gametogonia (fase sexual dentro del hospedero).

La esporogonia se inicia con la excrecion de ooquistes inmaduros en las heces de un animal
infectado. Tras la excrecion, en un periodo de 48 h, el ooquiste madura completamente en las
condiciones adecuadas de temperatura y humedad. Para madurar, cada esporoquiste se divide
formando en su interior 2 esporozoitos infectivos. La infeccion se da cuando el animal
consume los ooquistes maduros, los cuales contienen cada uno 4 esporoquistes con 2
esporozoitos cada esporoquiste en su interior, estos ooquistes maduros también se denominan
ooquistes esporulados (Figura 1) (17).

La esquizogonia o merogonia inicia con la eclosion del ooquiste en el intestino delgado y la
liberacion de los esporozoitos, los cuales van a infectar las células intestinales para dar inicio
a un proceso de reproduccion asexual. En esta fase los esporozoitos que se encuentran

infectando los enterocitos van a multiplicarse por fision binaria formando esquizontes



inmaduros, de los cuales se obtendran varios merozoitos, que infectaran multiples enterocitos.
Es aqui donde inicia el cuadro clinico producto de la muerte de los enterocitos y la erosion de
las vellosidades intestinales que afecta la capacidad de absorcion de liquidos y nutrientes. En
maximo una semana después de que se dé este proceso, se inicia la fase sexual (gametogonia)
donde los merozoitos se diferenciaran en micro o macro gametos que permitiran el proceso
de fertilizacion para la formacion de los ooquistes que posteriormente se eliminaran en heces
(Figura 1). La excrecion de ooquistes se da generalmente en un lapso de 14 dias

postinfeccion, liberando una gran cantidad de heces (17).
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Figura 1. Ciclo de vida Eimeria spp., Tomado de: Beltran, J, 2020, Estudio de las especies del género Eimeria

spp., parasitas de lagomorfos y editado para el presente documento.

2.4 Caracteristicas de Eimeria spp.

La morfologia que se encuentra normalmente en los ooquistes de coccidios son estructuras
esféricas, ovaladas, semi esféricas o elipsoidales (Figura 2). El ooquiste suele presentar una
forma ovalada, de aspecto translicido y con dimensiones entre los 22-33 um. El género
Eimeria spp. presenta una morfologia caracteristica, donde se observa que cada ooquiste

suele contener 4 esporocistos, y cada uno tendra 2 esporozoitos; Los ooquistes suelen ser de



forma ovoide o elipsoidal, miden entre 10-40 um de largo y 10-30 um de ancho,
generalmente esto es determinado usando un micrémetro ocular; pueden contener estructuras
especializadas, como una cubierta polar, micropilos y cuerpos cristalinos. Los ooquistes se
pueden llegar a clasificar segin el tamafio con pequefias variaciones en cuanto longitud y

ancho en micras (18).

Qoquiste sin Fase de Ooquiste
esporular espaorulacion esporulado

Ovoide

Elipsaidal

Figura 2. Morfologia ooquistes de Eimeria spp. (a) Ooquiste sin esporular de morfologia ovoide, (b) Ooquiste
ovoide en fase de esporulacion, © Ooquiste ovoide esporulado, (d) Ooquiste elipsoidal sin esporular, (¢)
Ooquiste elipsoidal en fase de esporulacion, (f) Ooquiste elipsoidal esporulado. “Tomado de: Torrel Pajares S,
Estela Collantes S, Rojas-Moncada J, Murga-Moreno C, Vargas-Rocha L”, 2023. Prevalencia y morfometria de

Eimeria spp en cuyes de Chota, Cajamarca.

La importancia de FEimeria spp. radica en ser un agente cosmopolita y de diseminacion
rapida. Es uno de los agentes causales de la coccidiosis, se presenta especialmente en las crias
causando un alto porcentaje de morbilidad y mortalidad. Asimismo, provoca un déficit de
crecimiento y desarrollo que se traduce en pérdidas econdmicas para el productor.

2.5 Identificacion por microscopia

Se basa principalmente en las caracteristicas morfologicas de los ooquistes, empleando

métodos como la flotacion y la esporulacion de muestras positivas en dicromato de potasio al



2,5%. Este ultimo facilita la observacion detallada de las estructuras morfoldgicas en el
microscopio, las cuales se correlacionan con las lesiones intestinales que produce el parésito
en el huésped y signos clinicos (20).

2.6 Identificacion por medio de técnicas moleculares

Actualmente otra técnica de diagndstico o confirmacion ampliamente utilizada es la biologia
molecular, la cual estd compuesta por una extraccion de ADN y la generacion de multiples
copias de un fragmento especifico del material genético, lo que permite amplificar el
fragmento de ADN en la muestra, facilitando su deteccion.Desde inicios de los noventa se
iniciaron investigaciones basadas en la amplificacion de las regiones de la unidad ribosomal
18S y el gen ITS-1 para la identificacion del coccidio especialmente de especies altamente
patdégenas como Eimeria stiedae. A partir de la década de los 2000, el uso de la PCR en
tiempo real permitio obtener resultados cuantitativos que, ademas de facilitar el diagnostico,
determinan la carga infecciosa y la severidad de la infeccion (21).

3. Disefio metodologico

3.1 Universo, Poblacion, Muestra

Universo:

Estuvo conformado por los conejos de las fincas de produccion cunicola del departamento de
Boyaca, considerados susceptibles a la infeccion por Eimeria spp.

Poblacién:

Para el presente estudio la poblacion estuvo conformada por los conejos pertenecientes a las
17 fincas de produccion cunicola que participaron, ubicadas en los municipios de Sogamoso,
Nobsa y Tibasosa, en el departamento de Boyaca.

Muestra:



Se recolectaron 56 muestras de heces correspondientes a 56 conejos provenientes de 17
fincas de produccién cunicola ubicadas en municipios del departamento de Boyaca (Figura
3). Del nimero total de muestras se recolectaron 43 en el municipio de Sogamoso, 5 en
Nobsa (Miguel Tobo) y 8 en Tibasosa (El cerezo). El nimero de muestras se defini6 en
funcion de la disponibilidad de muestras de heces, de las condiciones de logistica del
proyecto, considerando el tiempo, materiales necesarios para la recoleccion, y la accesibilidad
a las fincas que participaron, procurando una buena conservacion de las muestras durante el
traslado, y un manejo adecuado de estas durante su analisis en el laboratorio para garantizar

la veracidad de los resultados.
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Figuras 3 y 4. Ubicacion geografica del departamento de Boyaca.Elkin Fricke 2006 y Zonas de muestreo,

departamento de Boyaca. Martinez AG.2010. Subregiones Departamento de Boyaca .
3.2 Hipotesis, Variables, Indicadores
Hipotesis:
Hipotesis alternativa (Hi): La identificacion de especies de Eimeria spp. en conejos de
produccion por medio de microscopia, junto con herramientas moleculares permite una

identificacion adecuada y oportuna de las parasitosis que se presentan en la poblacion



cunicola de las fincas productoras, optimizando los procesos de diagndstico, tratamiento y su
adecuado control.
Hipotesis Nula (Ho): La identificacion de especies de Eimeria spp. en conejos de produccion
por medio del uso de microscopia y herramientas moleculares no presenta ventajas
importantes en la precision ni en la oportunidad diagndstica para las parasitosis que se
presentan en la poblacién cunicola de las fincas productoras, en comparacién con el uso
exclusivo del método tradicional por microscopia.
Variables:
En este trabajo la variable independiente corresponde a la edad, raza, procedencia de los
conejos y las condiciones sanitarias en las que se encontraban.
La variable dependiente corresponde a la identificacion de Eimeria spp. en conegjos de
produccion, teniendo en cuenta la presencia o ausencia de ooquistes en las muestras de heces
recolectadas, asi como la identificacion de las especies presentes.
Indicadores:

e Presencia/ausencia de ooquistes de Eimeria spp. en las muestras de heces mediante

técnica de McMaster.
e (arga parasitaria expresada como numero de ooquistes por gramo de materia fecal.
e Identificaciéon de las especies de Eimeria spp. haciendo uso de caracteristicas
morfologicas de los ooquistes descritas.
e Confirmacion de la presencia del género Eimeria spp. mediante reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR).

Frecuencia de infeccion entre los conejos y frecuencia por grupos etarios.



3.3 Técnicas y Procedimientos
3.3.1 Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras fecales de 56 conejos, de los municipios de Sogamoso,
Nobsa y Tibasosa (Figura 5), en el departamento de Boyac4, conejos pertenecientes a
las razas California, Nueva Zelanda, Chinchilla, Mariposa, Cabeza de Leon y Azul de
Viena. Se recolectdé una cantidad aproximada de 5 gramos por muestra y se
transportaron en nevera de icopor con geles refrigerantes. Posteriormente, se
refrigeraron y conservaron a 4 °C en equipos de refrigeracion del Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia para su posterior procesamiento;
Adicionalmente, se recolectaron datos de cada animal (Anexo 1): identificacion, raza,
edad, peso, tratamientos previos y signos de enfermedad.

Las muestras fueron recolectadas de forma no invasiva, por parte del personal que se
encuentra laborando en los sitios, respetando las condiciones de bienestar animal y

con la previa autorizacion de los propietarios de las fincas participantes.

TR

Figura 5. Recepcion de muestras. Imagen de autoria propia.

3.3.2 Examen dir n v sin tinciéon

Se realizd montaje de las muestras recolectadas para examen directo usando
unicamente solucidon salina y montaje usando lugol parasitologico. Sobre un

portaobjetos se puso una gota de solucion salina al 0.85% estéril y una de lugol



parasitologico, sobre cada gota con un palillo se mezcld6 2 mg de heces.
Posteriormente, se puso la muestra sobre la lamina cubreobjetos (Figura 6) y

finalmente se examiné al microscopio usando los objetivos de 10x y 40x (24).

3 [ { 1

Figura 6. Montaje examen directo. Montaje de las gotas (1), Montaje de la muestra (2), Ldmina

cubreobjetos(3)(4).

3.3.3 Técnica de McMaster

Se realiz6 coprologia usando solucion de McMaster modificada, método de recuento
de huevos fecales de nematodos y ooquistes de coccidios. La técnica se basa en el uso
de una solucion de alta densidad que se encuentra compuesta por una solucion
sobresaturada en sal o azlicar, en este caso se utilizaron 456 g de aztcar y 150 g de
NaCl por cada litro de solucion preparada.
A partir de las 56 muestras, se realizo el siguiente protocolo Mc master (Figura 7):
1. Se tomaron 2 g de cada muestra problema, se homogeneizaron en 28 ml de
agua destilada.
2. La mezcla ya homogeneizada fue filtrada a través de un tamiz de malla
recubierto por una gasa doble.
3. La mezcla ya filtrada fue repartida en dos tubos falcon de 15ml, se llevo a
centrifugacion a 60 rpm durante 8 minutos.
4. Tras la centrifugacion se descartd el sobrenadante, el pellet fue resuspendido

en solucion de McMaster, la muestra se dejo reposar 10 minutos.



5. Se tomaron 0.15 ml para cada una de las celdas de la cdmara y se examinaron
en objetivo de 10X.

6. Tras la observacion las muestras fueron sometidas a centrifugacion a 60 rpm
por 15 minutos, se descart6 el sobrenadante y se guardoé el pellet a 4°C para su
posterior analisis microscopico y por biologia molecular.

El método utiliza una céamara de conteo especifica, que permite observar las estructuras
microscopicas. Ademas, se realizdo un conteo del numero de ooquistes por gramo (OPG) se
calculé sumando los resultados de los recuentos de ambas camaras y multiplicando por una

constante 50 (25).

Figura 7. Procesamiento de muestras por Técnica de McMaster.Preparacion solucion de McMaster (1),
Preparacion del material (2), Homogeneizacion materia fecal con agua destilada(3), Tamizaje de muestras (4),

Tubos falcon con pellet de la muestra y solucion de McMaster (5), Montaje en camara de McMaster (6).

3.3.4 Esporulacion de muestras usando dicromato de potasio:

Las muestras positivas por recuento en McMaster se agruparon en pooles por finca, se

us6 una solucion de dicromato de potasio al 2,5% con el fin de garantizar su



esporulacion, esta solucion actia limitando la contaminacidén de la muestra, haciendo
control bacteriano y fungico que evite la degradacion de los ooquistes, asi mismo
brinda las condiciones de humedad requeridas para la esporulacion (Figura 8).

Se dispensd en un tubo eppendorf una parte de la muestra con 9 partes de solucion de
dicromato de potasio preparada al 2,5%, se realizd un agujero en las tapas con el fin
de garantizar el suministro de oxigeno requerido para la esporulaciéon y fueron
llevados a bafio maria a 27°C en constante agitacion (26). Tras la esporulacion las

muestras fueron observadas al microscopio en objetivos de 10x y 40x.

Figura 8. Esporulacion de muestras usando dicromato de potasio. Preparacion de materiales (1,2),

Envasado de muestras con solucion de dicromato de potasio 2.5% (3,4), esporulacion de muestras (5).

3.3.5 Extraccion de ADN por método de fenol-cloroformo

Las 56 muestras individuales se agruparon en 17 pooles, considerando la procedencia
de las muestras segun la granja de origen (Anexo 2), con el objetivo de optimizar los
recursos disponibles en el laboratorio y reducir el tiempo de procesamiento. Para
realizar la extraccion del ADN se siguio el protocolo de extraccion fenol cloroformo .

(27) El cual comprendid los siguientes pasos (Figura 9):
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Figura 9. Protocolo de extraccion fenol cloroformo, tomado de (Ap.medical.,2024)

3.3.6 PCR convencional

La PCR basada en la amplificacion de las regiones del espaciador transcrito interno 1 (ITS-1)
del ADN se estandarizo utilizando dos pares de cebadores para Eimeria spp. descritos en el
protocolo de Jitea et al. (28), los cuales se encontraban dirigidos hacia las regiones ITS-1F
(5"GGGAAGTTGCGTAAATAGA3") ITS-1R (5'CTGCGTCCTTCATCGAT3").

La amplificaciéon para cada pool se llevo a cabo en un volumen final de 20 ul, compuesto por
15 ul de master mix y 5 ul de muestra, las concentraciones finales de los reactivos usados
fueron buffer de reaccion 1X, 0.2mM de dNTPs, 2.5 mM de MgCl2, 0.5 uM de cada cebador,
4U de Taqg ADN polimerasa y 171.6 ul de agua ultrapura como diluente. Se sigui6 casi por
completo el protocolo descrito por Jitea et al. (28); Sin embargo, se modificaron las
condiciones de amplificacion como la temperatura y el tiempo. La reaccion inicié con 95°C
por 5 minutos para la activacion de la Taq polimerasa, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion inicial, 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C, un alineamiento a 53°C

por 30 segundos, extension 72°C por 30 segundos y extension final a 72°C por 7 minutos.



Los productos de PCR fueron analizados en un gel de agarosa a una concentracion del 1.5%,
se uso un voltaje de 80 y tiempos de 30-40 minutos, para visualizar el producto de la PCR en
el gel de agarosa se realizo la tincion con SYBR Safe, para su lectura se us6 un
transiluminador. Como control positivo muestra del pool de la finca los pinos que presentaba
una alta intensidad parasitaria, dos controles negativos, uno como control negativo de la
reaccion (s6lo master mix) y el otro negativo de la muestra (contenia master mix y agua
ultrapura). El marcador de peso molecular(100 pb) fue de la casa comercial Biolabs NEB.
Evaluacion a las condiciones de la PCR

Durante la realizacion de la prueba se probo realizar distintas modificaciones, se cambid la
duracion de la amplificacion de 5 a 10 minutos, se llevd el alineamiento de 56°C por 40
segundos, se cambio la concentracion de los primers de 0.2 a 0.5uM, se prob6 con muestras
de concentracion desde los 10 ng hasta los 50 ng, se realizaron geles con concentracion entre
1.0-2.0% dado que el fragmento de Eimeria spp. que se esperaba obtener era de un tamafio
aproximado de 300-600 pb, se quiso determinar en cual de estds concentraciones se daria una
mejor separacion y visualizacion de las bandas.

4. Resultados

4.1 Analisis por examen directo

A partir del andlisis directo con solucion salina 0,85% y lugol parasitologico, en heces de
conejos tomadas en los municipios de Nobsa, Tibasosa y Sogamoso del departamento de
Boyaca, se obtuvo un 66% (37/56) de presencia de ooquistes con morfologia similar a
Eimeria spp. analizadas por microscopia, distribuidas por fincas como se observa en la tabla
(Tabla 3 y 4). Los resultados nos permiten determinar que el parasito se encuentra
ampliamente distribuido en la zona, a su vez se evidencia un alto numeros de positivos

presentes en fincas donde se usa como unico desparasitante el albendazol (2/2) como parte de



sus protocolos de manejo sanitario, esto deja espacio al desarrollo de los coccidios en la

poblacién de conejos susceptibles, teniendo en cuenta que este farmaco no cuenta con

espectro de accion sobre los protozoarios.

Tabla 3. Distribucion del nimero de muestras de heces de conejos en las 17 fincas muestreadas en el municipio

de Sogamoso.

Numero de Tratamientos Muestras positivas
Finca Municipio
previos a Eimeria spp.
Los Juncos Sogamoso Ninguno 7
Mercedes Fonseca Sogamoso Ninguno 4
Finca la granja Sogamoso Ninguno 1
Miguel Tobo Nobsa Ninguno 5
Finca Sogamoso Sogamoso Ninguno 0
Finca Alexandra Sogamoso Ninguno 3
El renacimiento Sogamoso Ninguno 1
Sonia Moreno Sogamoso Ninguno 0
Albendazol ultimos 5
Sandra Suarez Sogamoso
6 meses
Albendazol hace 20
La montafa Sogamoso 4
dias
Tiffany castro Sogamoso Ninguno 0
Marina sogamoso Sogamoso Ninguno 0




Finca Samora
Finca buena vista
El pino
El cerezo

Noelia Rodriguez

Sogamoso 3
Sogamoso 2
Sogamoso 4
Tibasosa 8
Sogamoso

Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno

Ninguno

Tabla 4. Distribucion de muestras de heces por grupo etario y numero de positivos por edad.

. Animales | Distribucién de mx por grupo etario y nimero de positivos por
Finca
muestreados edad
1-4
Gaiﬁg:;g 5-11 meses
Adultos

Finca los juncos 7 1/1 3/3 3/3
Mercedes Fonseca 4 2/2 /1 1/2
Finca la granja 1 0/0 1/1 0/0
Miguel Tobo 5 1/1 /1 3/3
Marina Sogamoso 2 0/0 0/0 2/2
Alexandra 3 0/0 0/0 3/3

El renacimiento -

1 1/1
Fabian Camilo / 0/0 0/0
Sonia Moreno 2 0/2 0/0 0/0
Sandra Suarez 6 4/4 1/1 11
La montafia- Aqueda
Marquez > 33 0/0 172
Tiffany castro 1 0/0 1/1 0/0
Marina sogamoso rio
1 1/1

chiquito / 0/0 0/0
Finca Samora 3 0/0 1/1 2/2
Javier Rodriguez 2 0/0 0/0 0/2




Edwin Nosa 4 1/1 3/3 0/0

Marisol vargas- El
cerezo 8 4 0/3 0/1

Noelia 1 0/0 0/0 0/1

4.2 Identificacion y recuento de ooquistes compatibles con Eimeria spp.

Para el recuento de ooquistes se us6 el método de flotacion de ooquistes McMaster y se
realiz6 el conteo en camara. Los resultados evidenciaron que existe una correlacion entre la
edad y la carga de pardsitos,con recuentos superiores en animales entre los 30 y 120 dias de

vida, coincidiendo con la edad de mayor susceptibilidad inmunolégica (Figura 10).

Media de OPG contra Grupo Etario
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Figura 10. Distribucion de carga parasitaria por grupo etario.

Igualmente, se observd una reduccion en las cargas (OPG) de los animales adultos, los cuales
mantienen recuentos significativos, que representan una fuente primaria de contaminacion

ambiental para los individuos mas jovenes como se observa en la tabla (Tabla 5).



Tabla 5. Prevalencia y valores de OPG (media £ SEM) segun el grupo etario en conejos evaluados

Grupo Etario

Numero de muestras

Prevalencia (%)

Media de OPG =+ SEM

Gazapos (1-4 meses) 20 65% 57.228 £ 55.105
Juveniles (5-11 meses) 16 69% 1.872 +1.363
Adultos (=1 afo) 20 65% 543 £271

4.3 Identificacion de especies del género Eimeria spp.

Tras la aplicacion de la técnica de esporulacion a los pools de muestras, se identificaron

ooquistes con morfologia similar a E.stiedae en el (36%) de las fincas con eimeria spp., E.

magna (64%), E. perforans(27%), E. exigua (27%) y E. media (36%) (Figura 11)(Anexo 2).

Frente a esto es relevante que, pese a las altas cargas de pardsitos y la patogenicidad de

ciertas especies de las que se presume su presencia, el 91% de los animales muestreados

(51/56) permanecieron asintomaticos, manifestandose heces blandas tinicamente en cuatro de

ellos (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de animales sintomaticos en la poblacién muestreada.

Animales
Finca Numero de muestras Sintomatologia
sintomaticos

Los Juncos 7 1 Heces blandas
Mercedes Fonseca 4 0 Ninguna
Finca la granja 1 0 Ninguna

Nobsa 5 1 Heces blandas
Finca Sogamoso 2 0 Ninguna




Finca Alexandra 3 2 Heces blandas
El renacimiento 1 0 Ninguna
Sonia Moreno 2 0 Ninguna
Sandra Suarez 6 0 Ninguna
La montafia 5 0 Ninguna
Tiffany castro 1 0 Ninguna
Marina sogamoso 1 0 Ninguna
Finca Samora 3 0 Ninguna
Finca buena vista 2 0 Ninguna
El pino 4 0 Ninguna
El cerezo 8 0 Ninguna
Noelia Rodriguez 1 0 Ninguna

Figura 11. Morfologia de ooquistes de especies del género Eimeria spp. identificados. Se presume la

presencia de A) E. magna , B) E. perforans , C) E. stiedae , E) E. exigua , F ) E. media.



4.4 Analisis por PCR convencional

A pesar de seguir el protocolo y condiciones establecidas en el articulo de referencia, y
realizar multiples modificaciones en la concentracion de los primers, ADN, variacion de
temperaturas en la PCR y sustitucion de reactivos, no se observé la amplificacion de bandas
en las muestras analizadas ni la amplificacion del control positivo. Unicamente se evidencid
la presencia de dimeros de cebadores ubicados por debajo del peso molecular (Figura 12).
Por lo cual, no se puede confirmar la presencia de género de Eimeria spp. por medio del

analisis molecular.

CP'CHN CN M1 Mz M3 M4 MSMe M7 Mg MOMIO MI1 M12 M13 M14 M15 M16 M17

1000ph
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Figura 12. Resultados PCR gen ITS-1. La electroforesis evidencia la presencia de bandas de tamafio inferior al
marcador de peso molecular, se evidencian como bandas difusas e incluso se observa mas de una banda por

pozo. Se sugiere la presencia de dimeros.
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Figura 13. Resultado PCR gen ITS-1. Se ajustaron las condiciones de la PCR, se pas6 de una concentracion de
los primers del 0.5 al 0.2 uM, la temperatura de desnaturalizacion se prolongé a 10 minutos, adicionalmente la
temperatura de alineamiento se llevo a 56°C, sin embargo, a pesar de verse la presencia de bandas mas
definidas, en el control positivo no se observa una correcta amplificacion, ademas la presencia de bandas por

debajo de los 100 pb sugiere la presencia de dimeros.

5. DISCUSION

Boyac4d es un departamento cuya economia se basa tradicionalmente en la produccion
agricola, la ganaderia, el comercio, turismo y la explotacion minera. Sin embargo, existe otro
sector integrado por pequefos productores cunicolas, para quienes esta actividad no solo
representa una fuente de alimento sino también una alternativa de desarrollo rural, seguridad
alimentaria y dignidad del sector campesino(29).

La coccidiosis es una enfermedad que afecta gran variedad de animales, en la cunicultura
destaca por su elevada mortalidad en gazapos, el curso de la enfermedad varia en intensidad
dependiendo de la especie y su afinidad por diferentes partes del intestino (16).

En Colombia, las investigaciones se han enfocado principalmente en evaluar y monitorear la

coccidiosis en producciones avicolas y bovinas por ser fuentes principales de consumo del



pais, dejando un vacio importante en otras dreas como la cunicultura.Las investigaciones en
esta area toman relevancia cuando se logra determinar que existen vacios en los protocolos
sanitarios que ponen en riesgo la integridad tanto de los animales como de los consumidores.
Dentro del estudio se logré determinar la presencia de Eimeria spp. en el 66% de las muestras
procesadas, tanto a las muestras que se encontraban positivas como negativas por
microscopia se les realizd PCR, sin embargo, no se pudieron correlacionar los resultados
obtenidos en ambas pruebas por las irregularidades obtenidas en los geles de agarosa;
Distintos factores pueden haber interferido con la prueba como: presencia de inhibidores en
la muestra, problemas en la extraccion de ADN, degradacion del ADN, problemas técnicos
durante la realizacion de la prueba entre otros.

Los resultados obtenidos por microscopia evidenciaron coinfecciones por multiples especies
de Eimeria spp. afectando especialmente a los animales de 30 a 120 dias de vida, el cual
representd el 32.4% (12/37) del total de los animales que se encontraban positivos. Serge et
al., (30) senalan que los conejos suelen tener mayor susceptibilidad a la infeccion al inicio y
al final de la lactancia, sin embargo, en los gazapos la sensibilidad aumenta en los dias
posteriores al destete, aqui las hembras reproductoras juegan un papel crucial en la
transmision.

Las caracteristicas morfologicas de los ooquistes esporulados de cada una de las especies en
este trabajo (figura 11) se correlaciona con la informacién reportada previamente por otros
autores(31).

Para E. magna los ooquistes se describen como elipsoidales u ovoides, amputados en el
extremo micropilar con engrosamiento alrededor del micrdpilo que les da forma de collar,
con una pared lisa de color amarillo oscuro. Las medidas de los ooquistes son 31-42 x 20-28

um, después de la esporulacion un gran residuo. Pérard, (31) en la practica se encontraron



ooquistes de forma ovoide, con un tamafio promedio de 33x22 um, un micropilo prominente
en forma de collar y se logra observar el residuo ooquistico. E. perforans se describe como
ooquistes elipsoidales, de pared lisa incolora, van de un tamafo entre 15-27 x 11-17 um, hay
presencia de un micropilo dificil de detectar, tras la esporulaciéon se forman esporoquistes con
residuo ooquistico, adicionalmente cada esporoquiste tiene en su interior dos esporozoitos
con cabeza y cola, asi como residuo ooquistico. Sluiter y Swelle-ngrebel (31). Dentro de esta
investigacion se encontraron ooquistes elipsoidales, de un tamafo promedio de 18-11 um, se
observd un micropilo discreto; Sin embargo, no se logra observar claramente el residuo
ooquistico. Los ooquistes de E. stiedae son ligeramente elipsoidales u ovoides, con una pared
de color amarillo palido, incolora, rosa o naranja rojizo, el extremo anterior es aplanado y
estrecho con un micropilo casi imperceptible con una tapa. Los ooquistes miden 30-41x15-24
um, contienen 4 esporoquistes con dos esporozoitos alargados dispuestos cabeza con cola con
residuo esporocistico y cuerpo de stieda. Dentro de las muestra analizadas se encontraron
ooquistes ovoides de morfologia similar, de un tamafio promedio de 35x20um, de pared lisa
rosa, se logré observar tanto el micropilo como el residuo esporocistico. E. exigua se describe
como ooquistes esféricos, de pared lisa e incolora, carentes de micropilo, las medidas son de
10-18 x 11-16 um, sin residuo ooquistico pero contiene residuo esporoquistico. Yakimov
(32), para la practica del presente trabajo se encontraron ooquistes que cumplen con estas
caracteristicas, difieren ligeramente en tamafo ya que el promedio de los ooquistes
encontrados es de 10x10um. E.media se describe como ooquistes de forma ovoide, que miden
de 25-35x15-25um, tiene una pared lisa de color rosa palido, su micropilo se presenta como
una protuberancia piramidal. Tras la esporulacion se forman 4 esporoquistes cada uno con 2
esporozoitos y un cuerpo residual esporocistico. Kessel (32). En las muestras evaluadas en

laboratorio se observaron ooquistes con una media promedio de 35x15um, de pared lisa rosa,



se logro una clara observacion del micropilo y del cuerpo residual esporocistico, de acuerdo
con esto se considerd que encajaban perfectamente con la anterior descripcion .

Por medio de la microscopia se logro la identificacion presuntiva de las 5 especies de Eimeria
spp. En las muestras analizadas, sin embargo, actualmente se han identificado en conejos 15
especies del género Eimeria spp. 14 viven en los intestinos del animal, excepto Eimeria
stiedae que vive en el conducto biliar. La literatura ha descrito las siguientes especies E.
perforans, E. piriformis, E. exigua, E.media, E. magna, E. coecicola, E. vejdovskyi, E.
flavescens, E. intestinalis, E. nagpurensis, E. irresidua, E. matsubayashi, E. elongate and E.
neoleporis.

En este estudio, del total de muestras analizadas, el 66% contaban con presencia de Eimeria
spp., manifestandose principalmente como infecciones mixtas, estos resultados son similares
a los reportados Noguez et al. (33), quienes en su investigacion, obtuvieron como resultados
que del 100% de las muestras positivas, el 80% correspondia a infecciones mixtas. En este
mismo contexto, en paises como Egipto llevo a cabo una investigacion en pequefias granjas
sobre la coccidiosis en conejos, en dicho estudio se identificaron y describieron 6 especies
Eimeria spp. observandose también que la mayoria de los casos correspondian a infecciones
mixtas.

Adicionalmente, los resultados de la presente investigacion demuestran una falla en los
protocolos sanitarios de las fincas; En este caso se detecto6 altos recuentos de Eimeria spp. en
animales de fincas que utilizaban albendazol como unico método de control. Como se
menciond anteriormente este medicamento funciona como antihelmintico de amplio espectro,
sin embargo no tiene cobertura contra coccidios.Esta situacion muestra la necesidad de

capacitar a los productores cunicolas de Boyacd sobre la importancia del uso de



coccidiostaticos especificos, asi mismo pautas para mejorar las medidas de higiene y limpieza
de forma que se logre interrumpir el ciclo de vida de Eimeria spp.

Con respecto a la PCR no se ha logrado obtener resultados concluyentes esto puede darse
debido a diferentes causas, el uso de ADN de mala calidad, la formacion de dimeros, la
presencia de inhibidores y la contaminacion o dafio de algun reactivo. Se ha detallado este
tipo de problemadticas al trabajar con heces en investigaciones descritas en otros articulos,
Schrader et al.(34), describen los inhibidores como un grupo de sustancias quimicas, de
naturaleza organica e inorgéanica, que pueden estar disueltas o sélidas, algunos ejemplos son:
sales biliares, urea, fenol, etanol, polisacaridos, dodecilsulfato de sodio, melanina, proteinas
como colageno, mioglobina, hemoglobina, lactoferrina, inmunoglobulina G entre otros, estas
sustancias se pueden encontrar en diversos materiales bioldgicos como organos o fluidos
corporales, muestras ambientales y alimentos, pueden afiadirse involuntariamente sustancias
inhibidoras durante el transporte, el procesamiento de muestras o la extraccion de acidos
nucleicos.

Shawn (35), detalla la dificultad para secuenciar aislados de Cryptosporidium de heces de
conejos, planteando como hipdtesis una baja concentracion de parasitos o la inhibicion de la
PCR intrinseca en las muestras de heces.

Saeed (36), detalla las dificultades de trabajar PCR en heces de animales herbivoros donde se
presentaron problemas para la amplificacion teniendo falsos negativos y reacciones
inespecificas por cuenta de inhibidores de la PCR .

Espinosa (37), indica que en algunos casos el ADN puede llegar a estar contaminado con
proteinas o alguna sustancia que inhibe la reaccion de PCR, casi siempre las técnicas de
extraccion incluyen el uso de algin tipo de detergente, si quedan restos de este la reaccion

puede inhibirse; También el cloroformo, el fenol y el etanol inhiben la reaccién. Se menciona



a su vez, que los diferentes tipos de células y/o tejidos tienen componentes caracteristicos que
en ocasiones no se logran eliminar inhibiendo la PCR. También se resalta que los ANTPs son
muy inestables tras descongelaciones de mas de 3-5 veces.

Kumar (38), detalla la necesidad de crear un protocolo especifico y detallado para el
diagnéstico de Eimeria spp. basado en PCR, esto teniendo en cuenta la inhibicion intrinseca
causada por las heces y las problematicas en la extraccion de ADN causada por la resistencia
en la pared del ooquiste caracteristico de Eimeria spp. que parece necesitar métodos de
extraccion por ruptura mecanica. Teniendo en cuenta lo anterior se sugiere que para la
realizacion de este tipo de trabajo se cuente con kits de extraccion que ADN que permitan la
lisis mecanica del ooquiste y la obtencion de muestras de alta calidad, se cuente con reactivos
de alta calidad preferiblemente de uso exclusivo, uso de primers altamente especificos, asi
como un protocolo estandarizado y reproducible, como sugerencia adicional contar con
primers para un gen de referencia que permitan verificar la calidad del ADN.

En cuanto a factores predisponentes, los conejos adquieren la coccidiosis por la ingestion de
alimento y/o agua contaminada con heces de animales infectados, se ha encontrado que hay
una mayor prevalencia de esta enfermedad en los conejos que son alimentados con forrajes
verdes contaminados con heces, en la produccion cunicola de paises en desarrollo los
animales tienden a presentar mayor susceptibilidad por cambios de temperatura, afectando su
reproduccion, principalmente en razas importadas (39).

Con base en lo descrito anteriormente las condiciones de manejo y factores ambientales
influyen en las dinamicas presentadas en fincas cunicolas, de forma que en este trabajo, las
variaciones climaticas locales pueden haber favorecido la transmisién y prevalencia de

Eimeria spp. en la poblacion evaluada, es de destacar que las razas comunmente manejadas



en estas fincas son Nueva Zelanda y California, asi como cruces entre ellas otro factor
importante a tener en cuenta.
6. Conclusiones

o Sec logré evidenciar la presencia de ooquistes morfoldégicamente compatibles con
Eimeria spp. en heces de conejos provenientes de fincas de municipios del
departamento de Boyacd, empleando las técnicas de examen directo y McMaster
modificada.

e FEl uso de la técnica de McMaster permitid determinar la intensidad parasitaria en la
poblacion cunicola, evidenciando recuentos mas altos en gazapos de 1-4 meses de
edad; Este resultado es consistente con estudios previos, que han reportado a este
grupo etario como el de mayor susceptibilidad a la infeccion por parte de Eimeria spp.
al presentar un sistema inmunitario inmaduro.

e Finalmente, los resultados de este estudio aportan informacién valiosa sobre la
presencia y el comportamiento de Eimeria spp. en las producciones cunicolas de los
municipios de Nobsa, Tibasosa y Sogamoso del departamento de Boyaca. La
prevalencia evidenciada demuestra la necesidad de reforzar las medidas sanitarias e
de higiene, y la implementacion de programas de control que incluyen el uso de
anticoccidiales especificos, con el fin de disminuir la propagacion del parasito entre la
poblacién cunicola y reducir el porcentaje de pérdidas econdmicas en el departamento

de Boyaca.
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Heping Li, Meiying
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Anexo 2: Datos de muestras de Eimeria spp. recolectadas en Boyaca. Tabla de autoria propia.
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