Articulos cientificos

Desarrollo in vitro de Eimeria
ninakohlyakimovae en células
endoteliales primarias procedentes
de venas umbilicales caprinas

Pérez, D. (1); Hermosilla, C. (2,3); Taubert, A. (2); Mufioz, M. C. (1); Molina, J. M, (1); Gracia, A. (1); Matos, L. (1);

Lopez, A. (1); Guedes, A. (1); Ruiz, A. (1%)

(1) Departamento de Patologia Animal, Produccion Animal, Bromatologia y Tecnologia de los alimentos, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Gran Canaria, Espafia

(2) Institute of Parasitology, Justus Liebig University Giessen, Giessen, Germany

(3) Department of Pathology and Infectious Diseases, Royal Veterinary College, London, UK

IN VITRO DEVELOPMENT OF EIMERIA NINAKOHLYAKIMOVAE IN PRIMARY
ENDOTHELIAL CELLS DERIVED FROM CAPRINE UMBILICAL VEINS

RESUMEN: Las infecciones con E. ninakohlyakimovae representan una de las mas importantes enfermedades pro-
ducidas por coccidios en las cabras, afectando severamente a la salud animal y rentabilidad de la industria del
caprino. Para el desarrollo de estrategias basicas en vacunacion a nivel de investigacion, es necesario el esta-
blecimiento de cultivos in vitro que garanticen la disponibilidad del material parasitario. Con esta finalidad, dife-
rentes cultivos de células endoteliales primarias aisladas de venas umbilicales caprinas se expusieron a infec-
ciones con esporozoitos vivos de E. ninakohlyakimovae. Los parasitos invadieron este tipo celular desarrollando
macroesquizontes (primera esquizogonia) y generaron merozoitos, que posteriormente fueron liberados al
medio de cultivo. El desarrollo completo del ciclo bioldégico de E. ninakohlyakimovae, incluyendo la segunda fase
de esquizogonia y la gametogonia - con produccion de ooquistes - no fue posible en el sistema in vitro utiliza-
do. El establecimiento del sistema in vitro para el cultivo y mantenimiento continuado de macroesquizontes de
E. ninakohlyakimovae conseguido en el presente estudio posibilitaria la produccion masiva de merozoitos I para
estudios basicos sobre intereacciones parasito/hospedador en células endoteliales o para la investigacién de dia-
nas terapéuticas que pudieran ser de utilidad en la industria farmacéutica.
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SUMMARY: Eimeria ninakohlyakimovae-infections represent important coccidian parasitosis of goats severely
affecting the animal health and the profitability of goat industry. For the development of suitable vaccination
strategies basic research is needed for which one important prerequisite is the establishment of in vitro cultures
guaranteeing the availability of parasitic material. With this objective, different cultures of primary endothelial
cells isolated from caprine umbilical veins were exposed to infections with E. ninakohlyakimovae viable sporozoites.
The parasites invaded the endothelial cells, developed macromeronts (first schizogony) and produced the
subsequent release of viable merozoites I. The complete life-cycle of E. ninakohlyakimovae leading to oocyst
production was not accomplished in this in vitro system. The establishment of a suitable in vitro systems for the
culture of E. ninakohlyakimovae macromeronts achieved in the present study would permit the mass production
of merozoites I, e. g. for basic studies on parasite/host endothelial cell interactions or for pharmaceutical
screenings.
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Introduccion

Eimeria ninakohlyakimovae es un
enteropatdogeno Apicomplexa intrace-
lular muy extendido en cabras que
origina una grave enterocolitis hemo-
rragica con mas del 30 % de mortali-
dad en baifos (19). Dependiendo de
la region, mas del 96% de los baifos
de entre 4-10 semanas podrian estar
afectados (27). La clinica de la cocci-
diosis producida por E. ninakohlyaki-
movae esta influenciada por diferen-
tes factores como la intensificacion
de la produccion, el estado inmune de
los animales, la edad o las condicio-
nes climaticas e higiénicas de las
explotaciones (27). Especialmente,
en zonas rurales semi-aridas que
dependen econdomicamente de la cria
de ganado caprino, como las Islas
Canarias (Espafia) u otras zonas de
Africa o el Oriente Medio que pre-
sentan condiciones climaticas analo-
gas, la coccidiosis caprina afecta gra-
vemente a la salud animal y a la ren-
tabilidad de la industria caprina. Por
tanto, investigaciones bdasicas que
permitan en el futuro el desarrollo de
vacunas o nuevas dianas terapéuticas
para el control de esta enfermedad
parasitaria seria de gran interés.

El desarrollo enddgeno del proto-
700 intracelular obligado comprende
dos merogonias, la primera tiene
como resultado la formacion de
macroesquizontes de gran tamafio
(hasta 166 x 124 micras) (30).
Especificamente, los macroesquizon-
tes se desarrollan en las células endo-
teliales de los capilares linfaticos cen-
trales en las vellosidades del ileon
distal dentro de los 10-12 dias postin-
feccion (p.i.), y contienen mas de
100.000 merozoitos I (36). Mucho
mas pequefios son los merontes de
segunda generacion (17 x 12 micras)
que se desarrollan en células epitelia-
les de las criptas del ciego y colon
(36). Ocasionalmente, esquizontes y
ooquistes de E. ninakohlyakimovae
también se han observado en las célu-
las epiteliales de los conductos bilia-
res en el higado, y se ha descrito

como una causa de la coccidiosis
hepatica en cabras (6, 21).

Las infecciones de Eimeria son
altamente especificas de cada hospe-
dador y las reacciones inmunoldgicas
que inducen en el animal se aceptan
como especie-especificas (25), tam-
bién a nivel de las células hospedado-
ras (7). Por tanto, seria esencial que la
investigacion basica en coccidiosis
caprina esté desarrollada en una espe-
cie precisa de Eimeria y en un deter-
minado tipo de célula hospedadora.
Por otro lado, para este tipo de inves-
tigacién, y para cualquier otra en la
que se use material parasitario especi-
fico, la adecuacion de un sistema in
vitro representa un requisito previo
importante. Este tipo de sistema in
vitro no existe para ninguna especie
de Eimeria caprina, aunque si se han
establecido para Eimeria spp. aviares
(1, 4, 14, 18), Eimeria spp. murinas
(9) y la especia E. bovis (11, 13, 15,
24,30, 31, 32). Algunos de estos sis-
temas in vitro, sin embargo, utilizan
tipos celulares que se diferencian de
las células hospedadoras especificas
de los esporozoitos in vivo, por lo que
podrian reflejar so6lo en parte el
espectro de respuestas. De hecho, la
mayoria de las especies patogenas de
Eimeria en rumiantes (por ejemplo E.
bovis, E. zuernii, E. bakuensis, E.
arloingi, E. christenseni, E. ninakhol-
vakimovae) difieren de las infeccio-
nes de raton y aves con respecto a la
especificidad del esporozoito en las
células endoteliales hospedadores in
vivo, la formacion de macroesquizon-
tes y en la extension del tiempo de
replicacion.

El objetivo de esta investigacion
fue crear un sistema in vitro para el
patdgeno caprino E. ninakohlyakimo-
vae que permitiese la produccion de
material parasitario especifico. Para
ello, se infectaron células primarias
endoteliales de vena umbilical capri-
na (CUVEC) con esporozoitos, eva-
luandose la formaciéon de macroes-
quizontes, la duracion del desarrollo
y la produccion de merozoitos viables
in vitro.

Materiales y métodos
1. Animales

Los cabritos fueron comprados a
un granjero local a la edad de 1-7 dias
y se trataron con Vecoxan ® (Labs.
Esteve) y Halocur ® (Intervet) para
minimizar el riesgo de infeccion con
coccidios. Cuando se consideraron
libres de coccidios se ubicaron en
jaulas de hierro galvanizado esterili-
zadas por calor en condiciones que
previniesen las infecciones por para-
sitos. Los cabritos se alimentaron con
lactoreemplazante (Bacilactol,
Capisa) y concentrados comerciales
(Capisa). Recibieron agua y heno
estéril ad libitum.

2. Mantenimiento del pardsito

La cepa de E. ninakohlyakimovae
GC utilizada en el presente estudio
fue aislada por primera vez en Gran
Canaria a partir de cabras infectadas
de forma natural, y es regularmente
mantenida por pases en cabritos. Los
ooquistes de E. ninakohlyakimovae
utilizados inicialmente para la obten-
cion de la cepa se aislaron de las
heces a partir de flotaciones con CINa
mediante el uso de un micromanipu-
lador (Olympus IMT-2). Para la pro-
duccion de ooquistes, los cabritos
donantes se infectaron via oral a la
edad de cuatro semanas con 2 x 103
ooquistes esporulados de E. nina-
kohlyakimovae. Los ooquistes se sus-
pendieron en dicromato potasico al 2
% (p/v) y se mantuvieron a tempera-
tura ambiente para su esporulacion
durante una semana (15). Los ooquis-
tes esporulados se almacenaron a 4
°C hasta su posterior uso. La exquis-
tacion y la purificacion de los esporo-
zoitos se realizo por el método modi-
ficado propuesto por Fayer vy
Hammond (11). En resumen, los
ooquistes esporulados se suspendie-
ron en una solucion estéril 0,02 M de
L-Cisteina HC1/0,2 M NaHCO;
(Merck), y se incubaron a 37 °C
durante 20 minutos en una atmosfera
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de CO, al 100%. Posteriormente, los
ooquistes se suspendieron en solu-
cion salina equilibrada de Hank
(HBSS; Gibco) con un 0,4% (p/v) de
tripsina (Sigma-Aldrich) y un 8%
(v/v) de bilis caprina esterilizada por
filtracion y obtenida del Matadero
Insular de Gran Canaria, y se incuba-
ron bajo control microscopico a 37 °C
en una atmosfera del 5% CO, hasta
un maximo de 4 h.

Los esporozoitos exquistados se
lavaron tres veces (20 min, 1.100 x g)
y se suspendieron en medio de culti-
vo (1 x 105 esporozoitos /ml) o en
medio de cultivo con un 10% de
dimetilsulfoxido (Merck) para la
criopreservacion en nitrégeno liquido
y su posterior uso.

3. Células hospedadoras

Las células endoteliales de las
venas umbilicales primarias caprinas
(CUVEC) se aislaron de venas de
cordon umbilical (12). Los cordones
umbilicales se recogieron bajo condi-
ciones asépticas de animales nacidos
de parto natural y se mantuvieron a 4
°C en soluciéon tampén HBSS-
HEPES al 0,9% (pH 7.4; Gibco)
suplementada con un 1% de penicili-
na (500 U/ul; Sigma-Aldrich) y
estreptomicina (50 pl/pg; Sigma)
hasta su uso. Para el aislamiento de
las células endoteliales, la vena umbi-
lical se lig6, posteriormente se infun-
di6 en su luz colagenasa tipo II al
0,025% (Worthington Biochemical
Corporation) suspendida en solucion
salina PSAC (Sigma- Aldrich), y se
incubd a 37 °C durante 20 minutos en
atmosfera de CO, al 5%. Después de
un suave masaje de la vena umbilical,
la suspension de células y colagenasa
se recogieron y se anadi6 1 ml de
suero fetal bovino (FCS, Gibco) para
inactivar la colagenasa. Después de
dos lavados (400 x g, 10 min, 4 °C),
las células se suspendieron en medio
de crecimiento completo de células
endoteliales (ECGM; PromoCell) y
se dispensaron en botellas de cultivo
de plastico de 25 cm? (Nunc), que se

mantuvieron a 37 °C en atmoésfera de
CO, al 5%. A los diferentes aislados
de CUVEC se le afiadié nuevo medio
completo ECGM (PromoCell) un dia
después de su aislamiento y, poste-
riormente, cada 2-3 dias. Las células
que se utilizaron para la infeccion
fueron monocapas 100% confluentes
de no mas de 1-2 pases in vitro.

Para prevenir la contaminacion
por Mycoplasma spp., que representa
un problema comun en los cultivos de
células primarias de origen caprino,
los cultivos CUVEC fueron tratados
con Plasmocin (Amaxa Biosystems)
desde el momento del aislamiento.

4. Infeccion de las células hospeda-
doras

Las capas de células CUVEC
confluentes se infectaron con 3 x 103
esporozoitos de E. ninakohlyakimo-
vae recién exquistados por botella de
25 cm?2. El medio de cultivo se cam-
bi6 24 horas después de la infeccion
y, posteriormente, cada tres dias.

Para controlar el desarrollo a
largo plazo de los esquizontes [ y la
liberacion de merozoitos, los cultivos
celulares infectados se analizaron
diariamente durante un periodo de 22
dias posteriores a la infeccion. Con
este fin se utilizé un video-microsco-
pio de contraste de fases (DMIRB,
Leica). Para los analisis cuantitativos,
se determin6é el numero total de
esquizontes (inmaduros y maduros)
desarrollado por botella de cultivo de
25 cm? y los resultados se expresaron
como el porcentaje de la cantidad de
esporozoitos afadidos inicialmente al
cultivo.

Ademas, se midieron esquizontes
seleccionados al azar (n=15/botella),
a los 10, 13, 16, 19 y 22 dias p.i.,
usando el software micro-analizador
Carl Zeiss 4.7. Los merozoitos I de E.
ninakohlyakimovae maduros libera-
dos al medio se recogieron a interva-
los de dos dias (15) y se contaron en
camara de Neubauer. Ademas, se
hicieron intentos para detectar el des-
arrollo de E. ninakohlyakimovae mas

alla de la primera generacion de
esquizontes. Dado que los preparados
de esporozoitos siempre estaban con-
taminados con un pequefio nimero de
ooquistes no esporulados, estas con-
taminaciones fueron minuciosamente
cuantificadas en las botellas de culti-
vo y posteriormente se tomaron en
consideracion. Los cultivos de
CUVEC se infectaron con merozoitos
1 viables de E. ninakohlyakimovae (1
x 106/ 25 ¢cm? botellas de cultivo),
cambiandose el medio de cultivo a las
24 horas después de la exposicion vy,
posteriormente, cada tres dias. Para
controlar el desarrollo de esquizontes
Il de E. ninakohlyakimovae, el desarro-
llo de gamontes y la produccion de
ooquistes, los cultivos celulares
infectados se analizaron todos los
dias durante una semana.

Resultados

1. Motilidad de esporozoitos de E.
ninakohlyakimovae e invasion de
las células hospedadoras

La exquistacion de los esporozoi-
tos de los ooquistes esporulados fue
exitosa y resulto en esporozoitos via-
bles. Después de la exposicion a las
células hospedadoras potenciales, los
esporozoitos mostraron movimientos
tipicos y deslizamiento sobre la
superficie de las CUVEC. La tasa de
infeccion inicial observada fue del
11,2 %. El tiempo de invasion de las
células endoteliales fue variable, no
extendiéndose mas alld de los 30
minutos desde la aplicacion de los
€sporozoitos.

2. Desarrollo primario intracelular

Después de la invasion, los espo-
rozoitos intracelulares de E. ninakohl-
yakimovae generalmente se encontra-
ron cerca del nucleo (Fig. 1C, D). Se
observo que los esporozoitos intrace-
lulares, con relativa frecuencia, aban-
donaban la célula hospedadora al
principio invadida sin perjudicarla
visiblemente, para infectar una nueva
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dentro de las primeras 48 horas de
infeccion. Un dia después de la infec-
cion, generalmente, los esporozoitos
habian cambiado su forma, volvién-
dose mas cortos y un poco mas gran-
des que los esporozoitos libres.

El tamafo promedio de los espo-
rozoitos libres fue de 12,5 x 3,0
micras (n=20), mientras que los espo-
rozoitos intracelulares presentaron un
tamafio promedio de 10,3 x 4,1
micras (n=20) (Fig. 1A). Se observa-
ron infecciones multiples en algunas
células, en las cuales pudieron encon-
trarse hasta cuatro esporozoitos al
mismo tiempo. No todos los esporo-
zoitos llegaron a desarrollarse; una
proporcion bastante alta de esporozo-
itos intracelulares se mantuvo inva-
riable en forma y tamafo dentro de la
célula huésped, algunos de los cuales
salieron y volvieron a invadir otras
células huésped mas adelante.

En el dia 3-4 p.i., los esporozoitos
que mostraron un mayor desarrollo se
habian reducido en longitud y se
habian redondeado para formar trofo-
zoitos (Fig. 1B). Todas las formas
evolutivas intracelulares del parasito
estaban rodeadas por una vacuola
parasitofora, una estructura que
muchas veces era apenas perceptible.

3. Formacion de macroesquizontes

Desde los primeros 5-6 dias en
adelante, las formas intracelulares del
parasito fueron aumentando continua-
mente su tamafio, desarrollandose en
esquizontes inmaduros (Fig. 1 C-D) y
maduros I (Fig. 1 E-H). El porcentaje
de macroesquizontes desarrollado fue
del 2 %, y el didmetro medio fue de
155,5 + 10,8 micras (Fig. 2).

Se observo que en los macroes-
quizontes maduros los merozoitos se
situaban principalmente en la perife-
ria (Fig. 3A), agrupados en forma de
roseta (Fig. 3B) o de forma irregular
(Fig. 3C). Ademas, los esquizontes
podian estar septados o no (Fig. 3D).
En general, las células hospedadoras
infectadas mostraron un cambio en la
morfologia del ntcleo en el curso de
la infeccion. A partir de los siete dias

se observo una constante hipertrofia
del nticleo, el cual adquiria la forma
de un “huevo frito”, en el que era
manifiesto un gran punto negro cen-
tral que representa el nucleolo y una
brillante y amplia proporcion de cro-
matina alrededor (ver Fig. 1C, 1D);
por el contrario, el nicleo de las célu-
las no infectadas mostro la eucroma-
tina bastante marcada. Normalmente

se observo solo un nucleo por célula
infectada, pero también hubo
CUVEC parasitadas con varios
nucleos.

4. Lanzamiento de la primera gene-
racion de merozoitos

Los merozoitos libres de primera
generacion en el sobrenadante de las

A Figura 1. Infeccién y desarrollo de Eimeria ninakohlyakimovae en CUVEC. Las CUVEC
crecieron hasta ser confluentes y se infectaron con esporozoitos recién aislados de E. ninakohlya-
kimovae. La infeccion y el desarrollo fueron monitorizados diariamente hasta los 22 dias post-
infeccion (p.i.). (A) Dia 1 p.i., los esporozoitos intracelulares se indican con flechas; (B) dia 4 p.i.,
los trofozoitos se indican con flechas; (C) dia 7 p.i.; (D) dia 10 p.i.; (E) dia 13 p.i.; (F) dia 16 p.i;;
(G) dia 19 p.i., esquizontes maduros e inmaduros; (H) dia 22 p.i., liberacion de merozoitos 1.
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células fueron detectados a los 13 dias
post- infeccion. El nimero de merozo-
itos liberado (ver Fig. 1G-H y Fig. 3)
se incremento el dia después de su pri-

mera aparicion. El rendimiento total
de merozoitos, a una dosis de infec-
cion de 3 x 105 esporozoitos, durante
el dia 22 de muestreo fue de 1,4 x 10°.
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A Figura 3. Diferencias morfologicas entre los macromerontes de Eimeria ninakohlyakimo-
vae. Las células hospedadoras crecieron hasta ser confluentes y se infectaron con esporozoitos
recién aislados de E. ninakohlyakimovae. Se observaron diferencias en la morfologia de los
macromerontes maduros: (A) merontes con merozoitos I dispuestos en la periferia; (B) meron-
tes con merozoitos I agrupados en varias rosetas; (C) merontes no estructurados con merozoitos
I distribuidos de forma difusa; (D) merontes con una clara compartimentacion en su interior.

5. Desarrollo de esquizontes de
segunda generacion, gamontes y
ooquistes

En el periodo de investigacion no
se observo en las células hospedadoras
el desarrollo de esquizontes de segun-
da generacion, gamontes ni ooquistes.

Discusion

En esta investigacion hemos esta-
blecido con éxito un sistema de culti-
vo in vitro para la resolucion de la
generacion de merozoitos I de E.
ninakohlyakimovae. In vivo, la fase
de esporozoitos de este protozoo se
desarrolla de forma selectiva en las
células endoteliales, principalmente
de los vasos linfaticos centrales del
ileon. En los experimentos realizados
se observo que los esporozoitos de E.
ninakohlyakimovae salian de las célu-
las hospedadoras infectadas y produ-
cian una nueva invasion con relativa
frecuencia en las primeras 48 horas.
Teniendo en cuenta que la capacidad
de salida de las células hospedadoras
infectadas ha sido publicada en espo-
rozoitos de otras especies de Eimeria
(8, 2, 3, 15) y que los esporozoitos
intracelulares con frecuencia se han
encontrado sin una vacuola parasito-
fora en el citoplasma, poco después
de la invasion, tanto in vivo como in
vitro (5, 8), esta capacidad de atrave-
sar las células se podria considerar
como una caracteristica comin en
Coccidios. Microscopicamente, se
observo que este tipo de salida no se
asocia con graves dafos en la célula
hospedadora que es abandonada, un
dato que previamente habia sido
publicado para la salida dependiente
de Ca'™* de Toxoplasma gondii (10,
33). Mas bien, se asemeja al proceso
de invasion alternativa publicada en
Plasmodium falaparum (22, 23) y
esporozoitos de E. bovis (2), que se
basa en la rotura, invasion y salida de
las células hospedadoras, seguida de
una reparacion rapida de la membra-
na plasmatica de la célula.

Podria especularse que este modo
de migracion a través de las células
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reflejaria la necesidad de atravesar las
barreras de los tejidos para llegar a la
célula hospedadora final. De hecho,
todavia no se sabe como los esporo-
zoitos de E. ninakohlyakimovae cru-
zan la capa epitelial para invadir el
endotelio central del ileon. Esta
caracteristica podria explicar la no
especificidad de la invasion de la
c¢lula hospedadora y que pudieran
verse afectadas ocasionalmente célu-
las epiteliales de los conductos bilia-
res (6, 21).

Los macroesquizontes de E. nina-
kohlyakimovae muestran morfologias
diferentes incluso dentro de la misma
capa de células. Ademas de distintos
tamafios, también se describen dife-
rentes tipos morfologicos, incluyendo
macroesquizontes con merozoitos
dispuestos en la periferia, en roseta y
de forma no estructurada. Idéntico
fenémeno se observa en cultivos in
vitro de E. bovis, pero la base celular
de este fenémeno no se conoce en
este momento.

Posiblemente, los primeros 7 dias
p.i. son los que marcan el inicio de la
proliferacion; los cambios en la mor-
fologia del nicleo pasan a ser mas
evidentes, tomando un fenotipo que
se denomina “tipo huevo frito”, es
decir, se produce un aumento de la
proporcion de la eucromatina, que se
expande en casi la totalidad del
nacleo, mientras que los nucleolos
crecen y se unen para formar bien
nucleolos grandes simples o multi-
ples.

El nucleolo es el sitio para el pro-
cesamiento de ARNr y el montaje en
subunidades del ribosoma, por lo que
los cambios morfologicos de los
nucleolos indican que las células pro-
ducen grandes cantidades de protei-
na. Ademas, el aumento de la transi-
cién de la heterocromatina a eucro-
matina indica una transcripcion acti-
va de la célula hospedadora. Dado
que nunca se observo la division
celular en las células hospedadoras
infectadas con E. ninakohlyakimo-
vae, es probable que estas caracteris-
ticas sean inducidas por los parasitos.
Observaciones similares han sido

descritas en las células que albergan
macroesquizontes de E. bovis, feno-
meno acompaiado por la activa
transcripcion de estas células como
demuestra la creciente cantidad de
ARNm medida por microarrays (35).

La disponibilidad de macroesqui-
zontes de E. ninakohlyakimovae in
vitro es de especial interés cientifico
por varias razones: 1) La larga madu-
racion de los macroesquizontes de E.
ninakohlyakimovae dentro de las
células endoteliales, consideradas
muy inmuno-reactivas, sugiere que el
parédsito debe desarrollar diversos
procesos de regulacion con el fin de
garantizar la replicacién masiva. De
acuerdo con esto, se ha demostrado
que E. bovis parece capaz de modular
activamente el citoesqueleto de la
célula hospedadora (17), inhibe la
apoptosis de las células hospedadoras
(20) y regula negativamente reaccio-
nes tipo pro-inflamatorio en dichas
células (16). 2) Existen evidencias de
que las etapas de merozoitos de pri-
mera generacion constituyen un obje-
tivo importante para la proteccion de
animales inmunes a Eimeria spp. (26,
28, 29, 34). 3) Los merozoitos I pro-
ducidos por los cultivos in vitro
podrian ser utiles para estudios far-
macéuticos. 4) El sistema ofrece la
garantia de accesibilidad a merozoi-
tos I, que pueden ser necesarios para
diferentes aplicaciones, tales como la
preparacion de diversos antigenos
especificos del parasito.

En general, la cabra es un animal
a menudo descuidado en lo que res-
pecta a la fuente de investigacion
basica y clinica, aunque en determi-
nadas zonas climaticas representa la
unica fuente econdmicamente viable
de carne y leche. En consecuencia, el
establecimiento de cultivos de E.
ninakohlyakimovae in vitro constitu-
ye una valiosa herramienta basica
para la investigacion futura sobre la
coccidiosis caprina.
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