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Resumo

O Encephalitozoon cuniculi é um fungo unicelular, intracelular obrigatorio,
pertencente ao Filo Microsporidia, que afeta varios mamiferos, incluindo o homem, no
entanto o seu hospedeiro preferencial é o coelho. Varios estudos foram efetuados nos ultimos
anos, acerca da prevaléncia da Encephalitozoonose em coelhos assintomaticos, mas ndo existe
no nosso pais nenhum estudo semelhante. Dado o aumento de casos detetado pelo autor nos
ultimos anos, parece-lhe importante avaliar qual o risco potencial de manifestacdo de sinais
clinicos em coelhos assintomaticos na regido de Lisboa.

Este trabalho pretende avaliar a situacdo serolégica dos coelhos de estimagdo e a
eventual necessidade de efetuar uma terapéutica preventiva ou controle dos animais
reprodutores, de modo a diminuir os riscos de manifestacdo de sinais clinicos, bem como a
disseminacdo do agente. Para tal foram realizados testes serologicos através de imuno-ensaio
de carbono, a cerca de 55 coelhos, sem qualquer sinal de doenca, de vérias idades e sexos.
Destes, cerca de 26 animais foram positivos para Encephalitozoon cuniculi, ou seja 42,7%.

Este resultado é convergente com estudos efetuados em outros paises, pelo que
poderemos afirmar, que na regido de Lisboa, a prevaléncia de E.cuniculi, é também elevada e
sera aconselhdvel adotar uma terapéutica preventiva em coelhos assintomaticos com a
administracdo de febendazole 20 mg/Kg Sid durante 28 dias, de modo a evitar a manifestacao

de sinais clinicos.

Palavras-chave: Encephalitozoon cuniculi, coelho, prevaléncia, assintomatico e terapéutica

preventiva



Abstract

The Encephalitozoon cuniculi is a fungus, unicellular, obligate intracellular, belonging
to the Phylum Microsporidia, which affect various mammals including man, however its
preferred host is the rabbit. Several studies have been made in recent years about the
prevalence of asymptomatic encephalitozoonosis in rabbits, but there is no study in our
country like this. Given the increase in cases, detected by the author in recent years, it seems
important to assess what is the potential risk of clinical signs manifestation in asymptomatic
rabbits in Lisbon

This study aims to assess the serological status of pet rabbits and the necessity for
making a therapeutic or preventive control of breeding animals in order to reduce the risk of
manifestation of clinical signs, as well as the dissemination of the agent.
This serological tests were conducted by carbon immunoassay, with about 55 rabbits without
any sign of illness , of various ages and sexes. Of these, about 26 animals were positive for
Encephalitozoon cuniculi (42,7%).

This result is convergent with studies conducted in other countries, so we can say that
in the Lisbon region, the prevalence of E.cuniculi is high and it will be advisable to adopt a
preventive therapy in asymptomatic rabbits with febendazole administration of 20 mg /kg SID
for 28 days to prevent the manifestation of clinical signs.

Key-words: Encephalitozoon cuniculi, rabbit, prevalence, asymptomatic and preventive

therapy
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1-Introducéo

1.1-Microsporidiose

Embora os microsporideos sejam organismos eucariotas, apresentam algumas
caracteristicas atipicas, como a auséncia de alguns organelos como as mitocondrias
(Harcourt-Brown, 2002). Apesar de ndo possuirem mitocondrias, foram detetadas enzimas
com funcBes mitocondriais (Katinka et al., 2001) e o aparelho de Golgi € atipico, 0 ARN
ribossomal € mais parecido com os procariotas do que com o0s eucariotas (Kunzel et Joachim,
2010). Embora classificados como protozoarios (Wasson et Peper, 2000; Didier et al., 2004)
em alguns artigos, tendo por base analises bioquimicas e moleculares, pensa-se atualmente,
que evoluiram dos fungos (Mathis et al., 2000; Didier et al., 2000), de um ancestral dos
zigomicetos (Lee et al., 2008). Os microsporideos sdo caraterizados por apresentarem
pequenos esporos com uma capsula em um dos polos (Harcourt-Brown et Holloway, 2003).

A microsporidiose € uma infecdo por protistas unicelulares, eucariotas, do Filo
Microsporidia, que comporta cerca de 1200 espécies (Didier et Weiss, 2008). Todos 0s
microsporideos sdo parasitas intracelulares obrigatorios, embora existam diferencas em
termos de patogenia. O seu nome provém do esporo, pequeno e resistente caracteristico deste
grupo (Cali et al, 2011). Ao contrario dos esporos das bactérias, que sdo criados como
resposta a condi¢cBes ambientais adversas, os esporos dos microsporideos desenvolveram-se
como a forma matura e infetante do seu ciclo de vida. Estes esporos séo resistentes e
sobrevivem por longos periodos de tempo no ambiente (Didier et Weiss, 2008).

Estes esporos unicelulares (Fig.1), sdo a fase ambiental infetante para as células,
através de um aparato Unico que compreende um tubo polar que descarrega o esporoplasma
na célula hospedeira (Franzen, 2005). Apds multiplicacdo assexuada (merogonia), 0S €sporos
desenvolvem-se na célula hospedeira (esporogonia), e no caso do Encephalitozoon, dentro de
um vacuolo que separa o parasita do citoplasma da célula hospedeira (Franzen, 2005).
Quando a célula e destruida os esporos sao libertados para o ambiente. Estes esporos, com 1-
10 um, consistem num tubo polar enrolado ao redor do esporoblasto que contém o ntucleo, o
vacuolo posterior e os ribossomas, rodeado pela membrana plasmatica.

Outra caracteristica Unica dos microsporideos é 0 seu genoma extremamente pequeno,
cerca de 2,9 Mbp, para o E.cuniculi (Katinka et al, 2001). O genoma foi reduzido

consideravelmente como resultado da compactacdo da informacdo genética, encurtamento dos
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genes que codificam proteinas e perda de genes envolvidos em circuitos metabolicos, que ndo
se apresentavam relevantes para um estilo de vida parasitaria (Katinka et al., 2001).

Os microsporideos sdo ubiquitarios em animais (inicialmente insetos, peixes e
mamiferos) de regides temperadas e tropicais, e emergiram como agentes patogénicos
oportunistas quando a infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana se tornou pandémica
(Cali et al, 2011). Antes do aparecimento do VIH apenas oito casos estavam descritos em
humanos (Weber et al, 1994). O agente mais comum a infetar humanos é o E.bieneusi e o
E.intestinalis, embora também ja tenham sido isolados o E.cuniculi e o E.hellem (Mathis et al,
2005).

. Disco de ancoragem

Polaroplasto
~ Tubo Polar

Exosporo

Endosporo
Membrana Plasmatica
~ Nucleo

Vacuolo Posterior

Figura 1- Esquema do esporo de um microsporidio (Adaptado de Franzen, 2005)

No Homem, os microsporideos causam infecdes localizadas (olho, sistemas
respiratorio e urinario, figado, cérebro e peritoneu) ou sistémicas. As espécies de
Microsporidia que afetam seres humanos ja foram identificadas em animais, o que leva a que
sejam considerados um problema de salde publica pelo seu potencial zoonoético (Wasson et
Peper, 2000; Chan et al., 2003; Didier et al., 2004; Mathis et al., 2005).

11



1.2-Encephalitozoon cuniculi

O E.cuniculi foi descrito pela primeira vez em coelhos de laboratério com paralisia por
Wright e Craighead (1922) e o seu nome foi atribuido por Levaditi et al. (1923). Foi
classificado no Filo Microsporidia em 1964 como sinonimo do género Nosema. Em 1971 foi
reclassificado como pertencente ao Genero Microsporidia e descrito em coelhos, murganhos e
hamsters. O critério definitivo para o incluir no Filo Microsporidia € a presenca de um
organelo conhecido como filamento polar, que se encontra enrolado dentro do esporo
(Wasson et Peper, 2000). Ja foi descrito em cerca de 30 mamiferos diferentes, incluindo
humanos, nestes pela primeira vez em 1987 (Terada et al., 1987). O E.cuniculi é
provavelmente o microsporideo mais estudado (Cali et al,2011) e representa uma das mais
pequenas espéecies conhecidas até a data, com esporos variando entre os 1 um e 0s 2,5 um de
didmetro (Franzen et Miller, 1999)

1.2.1- Epidemiologia e hospedeiros

O hospedeiro principal do E.cuniculi é o coelho e a taxa de seroprevaléncia em
populacdes de coelhos de estimacdo é elevada 37%-68% (Harcourt-brown et Holloway,
2003). A prevaléncia € menor em populacdes selvagens, enquanto, em coldnias para
experimentacdo parece ser mais elevada (Mathis et al., 2005;Kunzel et al., 2008).

Foram identificadas 3 estirpes de Encephalitozoon cuniculi (Didier et al., 1995), a
estirpe | associada a coelhos, a estirpe Il a roedores e a estirpe Il a cdes. Esta Gltima foi
também isolada de pacientes humanos imunocomprometidos, o que leva a pensar no potencial
zoonotico desta estirpe (Snowden, 1999). Ndo existe diferenca morfologica entre as estirpes,
sendo apenas diferenciadas pelo seu ADN, e ndo se sabe se sdo espécie especificas ou se
conseguem passar livremente entre os diferentes hospedeiros.

Existem relatos esporadicos de Encephalitozoon a provocar doenga em varias
especies, nomeadamente cavalos, cdes, hamsters, porcos, ovelhas, gatos, ratos e macacos
(Valencakova, 2008). A miocardite, encefalite, placentite e aborto sdo lesdes associadas ao
E.cuniculi nestas espécies (Paterson-Kane et al., 2003; Snowden et al., 2009). O E.cuniculi é
a causa de catarata cortical anterior focal e uveite anterior em gatos (Benz et al.,2011). Em
porcos da india, foi descrito encefalite e nefrite (lllanes et al., 1993; Gannon, 1980) e esta

associado com a sindrome de “morte neonatal stbita” (Snowden et al., 2009). O organismo
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foi isolado de pombos, caturras e galinhas (Kasickova et al., 2007; Bart et al., 2008) e foram
detetados anticorpos em vacas e cabras (Cislakova et al., 2001). Os esporos de E.cuniculi
foram detetados em fezes e urina de coatis selvagens (Lallo et al.,2012).

Alguns microsporideos, incluindo o E.cuniculi, ttm o potencial de provocar doenca
em humanos (Deplazes et al., 1996). Em humanos provoca diarreias, rinosinusites,
queratoconjuntivites, nefrites e hepatites, mas apenas foram descritos casos esporadicos em
pessoas imunodeprimidas. N&o foi ainda demostrada uma ligacéo direta entre os coelhos de
estimacdo e os casos encontrados em humanos pelo que o risco de contagio entre as pessoas e
o0 seu coelho de estimacdo é negligenciavel. Nao foi ainda descrito nenhum caso de
Encephalitozoonose em pessoas ndo imunodeprimidas, pelo que, apesar de ser considerada
uma zoonose o risco de contagio é minimo (Harcourt-Brown, 2010).

Existem varias espécies de Encephalitozoon onde se incluem o E.cuniculi, o E.
intestinalis, o E. hellem, o E. bieneusi e o E.septata, a maioria dos quais podem ser agentes
oportunistas em pessoas imunodeprimidas.

A distribuicdo do Encephalitozoon é mundial, com relatos da doenca nos EUA, Reino
Unido, América do Sul, ltalia, Espanha, Israel, Turquia, Australia, Eslovaquia, Austria e
Alemanha (Harcourt-Brown, 2010).

1.2.2-Patologia e patofisiologia

O ciclo de vida (Fig.2) inclui um estadio proliferativo de merogonia (divisao celular),
seguido da esporogonia, na qual ocorre a diferenciacdo e maturagéo (Didier, 2005).

Os esporos do E.cuniculi sdo ovais e medem cerca de 2,5x1,5 um. Dentro do esporo
existe um filamento polar que pode ser libertado e ancorado a uma célula vizinha. Apés a
penetracdo da parede celular, o esporoplasma e o nucleo do esporo séo transferidos através do
tubo polar para um vacuolo que se forma na celula hospedeira. No interior da célula
hospedeira, a extremidade do tubo polar envolve o esporoplasma de modo a formar a
membrana externa do parasita (Jordan et al., 2006a). Esta é a 1°fase do ciclo de vida
(Schottelius et al., 2000). Na 2°fase, o esporoplasma divide-se na célula hospedeira para
formar merontes, que podem sofrer varias divisdes antes de se converterem em esporontes,
que sdo estruturas encadeadas (Jordan et al., 2006a). Na 3°fase os esporontes subdividem-se
em esporoblastos que se transformam em esporos. Esta multiplicacdo ocorre no vacuolo até

estar tdo distendido que rebenta e liberta os esporos. Quando a célula hospedeira esta repleta
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de esporos maduros, rutura-se e estes sao libertados (Didier et al., 2004; Jordan et al., 2006a),
podendo invadir as células vizinhas. Se as células dos tubulos renais sdo as células
hospedeiras, entdo os esporos seréo libertados na urina.

A infegdo dos coelhos por Encephalitozoon cuniculi pode ser vertical ou horizontal
(Fig.3). A transmissdo vertical foi confirmada através da demonstracdo de ADN de E.
cuniculi em placentas e fetos de coelhas (Baneux et Pognan, 2003). A transmissao horizontal
pode ser provocada pela ingestdo de alimentos contaminados com urina ou inalagdo de
esporos. O maior periodo de contaminacgdo ocorre entre a coelha e as crias entre a quarta e a
sexta semana de vida. As crias seroconvertem durante a 7° e a 9° semana de vida (Harkness et
Wagner, 1995). Os esporos podem sobreviver longos periodos no meio ambiente, cerca de
quatro semanas a 22°C, em ambiente seco (Harcourt-Brown et Holloway, 2003; Keeble, 2006;
Nast, 1996;Waller, 1979), e, locais com muitos coelhos, como centros de reproducéo ou lojas,
podem armazenar esporos, embora os desinfetantes mais comuns sejam efetivos a elimina-los.

Apds ingestdo, os esporos invadem o epitélio intestinal e o tecido linfoide associado,
antes de se disseminarem na corrente sanguinea, quer como esporos livres, quer em

mondcitos.
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Libertacao dos esporos

Excretado (fezes, urina) l Autoinfecdo (local, disseminada)

Transmissdo (ingestdo,inalagdo, transplacentaria)

¥

Germinacgdo do esporo (Extrusdo do filamento polar)

&

Infecdo primaria (intestino, trato

Disseminacdo(Rim, figado, cérebro)
respiratodrio. placenta)

f <-| Esporoplasma
&
\
Host cell

v

Merogonia (Proliferacao)

Formas proliferativas

Vacuolo parasitoforo

. Host c;ll /—s
of!

\
Rutura da célula hospedeira e libertagdo esporos 3)/0

Figura 2- Ciclo simplificado do Encephalitozoon sp. (Adaptado de Wasson et Peper, 2000)
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infetados, até atingirem outros 6rgdo como os rins, cérebro, figado e coracgdo, sendo 0s rins e
0 cérebro os 6rgdos mais afetados (Harkness et Wagner, 1995; Harcourt-Brown, 2010).

Durante a transmissdo intrauterina os esporos de E.cuniculi podem atingir a capsula
anterior do cristalino (Wolfer et al, 1993).

Foi demonstrado experimentalmente que a infe¢do por E.cuniculi em coelhos pode ser
transmitida por diversas vias (oral, intravenosa, intratraqueal e retal). Os anticorpos
desenvolvem-se 21 dias ap6s a infecdo e os esporos sdo excretados na urina, de forma
intermitente, durante aproximadamente 63 dias. As infecBes iniciais (30 dias pds-infecdo)
localizam-se no pulmao, rim, e figado e as infecdes tardias (98 dias pds-infecdo) localizam-se
no coragdo, cérebro e rim.

Nos coelhos, os anticorpos maternais anti-E. cuniculi passam para a descendéncia e
persistem até as quatro semanas de idade (Harkness et al., 1995). Das quatro as oito semanas
de idade os coelhos sdo seronegativos (Dipineto et al., 2008; Santaniello et al., 2009) e, as dez
semanas, inicia-se a producdo de anticorpos nos coelhos infetados in utero (Harcourt-Brown
et Holloway, 2003).

O Encephalitozoon cuniculi € o unico microsporideo conhecido capaz de provocar
doenca espontanea em coelhos (Wasson et Peper, 2000). N&o estdo descritas infecdes
experimentais em coelhos por E.intestinalis, E.hellem e E.bieneusi.

Muitos fatores estdo envolvidos no aparecimento dos sinais clinicos, como o estado
imunitario do coelho, via de infecdo e a quantidade de esporos infetantes. Todos estes fatores
contribuem para o fato de nem todos os coelhos infetados apresentarem sintomas. Portadores

e animais assintomaticos sdo extremamente comuns (Keeble, 2006).

1.3-Sinais Clinicos

A infecdo de coelhos com E.cuniculi pode realizar-se através de ingestdo ou inalacéo
de esporos bem como por via transplacentaria (Fig.3). Na fase aguda da infecdo, que dura
cerca de 30 dias, o organismo replica-se nos pulmdes, figado e rins (Wasson et Peper, 2000).
Esta fase € normalmente assintomatica e as lesdes limitadas (Harcourt-Brown, 2004). Na fase
cronica (noventa dias pos infecdo) o parasita localiza-se no cérebro, rins e olho (Jordan et al.,
2006a). A maioria das infe¢des nos coelhos, pelo menos inicialmente, é inaparente.

Quando ocorre doenca, 0s sinais neuroldgicos, renais e oculares sdo 0s mais comuns,

podendo aparecer em conjunto ou separadamente (Kunzel et Joachim, 2009).
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Esporos no ambiente

Inalagao ﬂ

ﬂ Ingestao

Infecdao

|

Uveite facoclastica
(coelhos jovens)

|

<:| Transmissao
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Figura 3 — Ciclo de infecdo do E.cuniculi (Adaptado de Keeble, 2011)

Os sinais clinicos podem ser tdo subtis que apenas proprietarios atentos 0s conseguem
detetar, ou entdo tdo severos que provocam morte subita, com histdria de convulsdes ou
lesGes no miocardio (Harcourt-Brown, 2004). A Encephalitozoonose pode persistir sem sinais
clinicos durante anos, com manifestagdes clinicas severas esporadicas, e aparentemente nao
relacionadas com predisposicao sexual ou etaria dos animais afetados. No entanto, surtos da

doenca provocando cerca de 15% de morbilidade foram descritos em animais jovens (Suter et

al.,2001).

Num estudo efetuado por Kunzel et al. (2008), o prognéstico em coelhos seropositivos
com suspeita clinica de Encephalitozoonose varia de acordo com a sintomatologia
apresentada. Os que apresentaram uma uveite facoclastica sem outros sinais sobreviveram
todos durante o estudo, de entre os que tinham sintomatologia neuroldgica, cerca de 54,2%

(45/83) recuperaram em alguns dias e os que manifestaram sinais de insuficiéncia renal,

morreram ou tiveram de

ser eutanasiados.
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1.3.1-ManifestacGes neurologicas

As manifestacGes neuroldgicas sdo comuns e podem surgir em coelhos de qualquer
idade (Harcourt-Brown, 2004). De acordo com um estudo recente os sinais neuroldgicos sao a
forma de apresentacéo clinica mais frequente de Encephalitozoonose em coelhos de estimacéo
(Kunzel et al, 2008). De inicio normalmente subito, e apds um evento stressante, a sindrome
vestibular é o sinal clinico de mais facil percecdo para o proprietario (Harcourt-Brown et
Holloway, 2003), podendo variar em gravidade, desde uma ligeira lateralizacdo da cabeca até
a incapacidade total de se colocar de pé. A sindrome vestibular normalmente € atribuida a
rutura aguda das células e inflamacdo (Feaga, 1997). O grau de lateralizacdo da cabeca é
importante no prognostico dos coelhos com sindrome vestibular, pois um periodo de
imobilizacdo apds um episodio agudo pode limitar a recuperacdo da disfuncdo vestibular
(Thomas, 2000).

Outros sinais neuroldgicos comuns sdo, a fraqueza e a paresia dos membros
posteriores (Okewole, 2008; Csokai et al., 2009), com perda de reflexos posturais e com
reflexos espinais lentos (Harcourt-Brown, 2004; Jordan et al., 2006a). A ataxia, com ou sem
atonia da bexiga, e incontinéncia urinaria sdo sinais que podem também estar relacionados
com E.cuniculi (Paul-Murphy, 1997). Surdez e alteracbes de comportamento foram também
detetados em animais seropositivos (Harcourt-Brown, 2002).

O exame neurologico do coelho nédo € facil e o diagndstico definitivo é muitas vezes
impossivel, mesmo post-mortem, pelo que, em muitos casos é dificil distinguir entre uma
sindrome vestibular periférica ou central apenas através do exame neuroldgico. Sinais clinicos
mais severos como ataxia, nistagmos, convulsées e mesmo morte subita sdo normalmente
atribuidos ao Encephalitozoon, no entanto as convulsées podem também resultar de alteraces
na circulagdo, por mineralizacdo da artéria aorta, devido a insuficiéncia renal cronica
(Harcourt-Brown, 2004).Num estudo recente acerca de alteracGes histopatologicas no cérebro
de 118 coelhos com sinais neurologicos, verificou-se que, além de o E.cuniculi estar presente
em muitos casos, outros problemas, poderiam provocar os sinais neuroldgicos, como linfoma,
otite média, aspergilose, encefalopatia hepatica, hipocalcemia, hipoglicemia, doenca
cardiaca e alteracOes estruturais do cérebro (Gruber et al., 2009).

Apesar de a sindrome vestibular ser a manifestagdo clinica mais comum de
Encephalitozoonose, um estudo em 71 coelhos demostrou que o0s esporos e as lesbes

inflamatdrias sdo encontradas mais frequentemente no cérebro do que no sistema vestibular
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(Csokai et al., 2009). A severidade das lesdes cerebrais ndo apresenta correlacdo com a
severidade dos sinais clinicos. Muitos coelhos podem ter um estado mental alterado,
apresentando apenas inatividade e falta de reacdo, o que pode ser entendido como apenas um
coelho muito manso (Harcourt-Brown, 2010). No entanto, e apesar do tratamento para
E.cuniculi poder resultar numa recuperagdo temporaria ou permanente, 0S estudos
histopatoldgicos raramente confirmam esta relacdo (Harcourt-Brown, 2010).0 estado geral e
0 apetite, mesmo em animais com sindrome vestibular grave, ndo se apresentam alterados
(Kunzel,2010).

1.3.2-ManifestacOes oculares

As cataratas (Fig. 4), o hipdpion ou uveite podem ser causadas por Encephalitozoon
cuniculi e os coelhos com estes sinais sdo invariavelmente seropositivos (Felche et Sigler,
2002; Donnelly, 2003; Giordano, 2005). A causa mais frequente de rutura do cristalino em
coelhos é o E.cuniculi (Sandmeyer, 2011), e a uveite facoclastica é a segunda manifestacédo
mais comum de E.cuniculi (Kunzel,2008). A uveite facocléstica estd descrita em Vvarios
animais domeésticos, mas o coelho é Gnico em relacdo ao facto de que a rutura da capsula ser
induzida sem trauma anterior (Wolfer et al., 1993). A maioria dos coelhos que apresentam
uveite facoclastica sdo animais jovens, com uma média de idade de 2 anos (Kiinzel et al.,
2008).

As manifestacdes oculares de Encephalitozoonose séo frequentes quando ocorre
transmissdo transplacentaria (Jordan et al., 2006a;Wagner et Feher, 2007). Estas alteracdes
devem-se a uma rutura da lente. A capsula anterior do cristalino rutura espontaneamente e
provoca uma uveite granulomatosa zonal com inflamagcdo proxima ao ponto de
descontinuidade (Jordan et al., 2006a; Harcourt-Brown, 2004). Pensa-se que 0S eSporos
infetam o cristalino durante o desenvolvimento in utero, enquanto a sua capsula é fina ou
ausente (Harcourt-Brown, 2004; Giordano et al., 2005). Mais tarde, o parasita causa a rutura
do cristalino na porcdo anterior mais fina, libertando o material na camara anterior e

provocando uma uveite facoclastica (Fig.5), normalmente unilateral.
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Figura 4 — Catarata (Foto do autor)

Figura 5 — Granuloma ocular (Foto do autor)

1.3.3-Manifestagdes renais

Os sinais clinicos de insuficiéncia renal crénica sdo inespecificos (Kiinzel et al.,
2008). A perda de peso, letargia, anorexia, poliuria, polidipsia e incontinéncia urinaria podem
estar relacionados com insuficiéncia renal, mas também com outras patologias (Harcourt-
Brown, 2004; Kunzel et al., 2008). As dermatites na regido perineal sdo frequentes, devido &
perda de urina, enquanto, o aumento de ureia e creatinina apenas surge em fases avancadas de
doenca renal. Nos coelhos, a hipercalcemia estd normalmente presente em animais com
doencga renal e pode estar associada a calcificacdo de tecidos moles e osteoesclerose,
especialmente se associado a hiperfosfatémia. A nefrolitiase é frequente e os coelhos afetados
sdo quase todos seropositivos para E.cuniculi (Harcourt-Brown, 2007), embora 0s esporos

raramente sejam encontrados. Tal facto, deve-se talvez por os sinais clinicos advirem de
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lesbes tecidulares cronicas, mais do que de inflamacGes agudas. Os esporos de E.cuniculi
podem ser detetados no tecido renal cerca de 4 semanas ap0s a seroconversao (Cox et
Gallichio, 1978).

A patologia renal é tipica das infe¢fes por Encephalitozoon e o aspeto cicatricial da
superficie dos rins € um achado post-mortem comum, mesmo em animais que morreram sem
qualquer sinal de insuficiéncia renal ou Encephalitozoonose. Casos de insuficiéncia renal
aguda devido a E.cuniculi sdo raros, ndo estdo descritos na literatura, mas ja foram
encontrados por Harcourt-Brown (2010).

Para alguns autores € mesmo a causa mais frequente de insuficiéncia renal em coelhos
(Reusch, 2006; Melillo, 2007), embora a maioria dos casos de nefrite intersticial cronica

devido ao E.cuniculi sejam subclinicos (Kiinzel et al., 2008).

1.3.4-Diagnosticos diferenciais

Em todos estes casos deve ser efetuado um exame neuroldgico completo, que deve
incluir avaliacdo dos nervos craniais, reacdo postural e reflexos medulares. Um exame
completo é dificil em coelhos e é necessario uma interpretacdo cuidadosa, pois 0s coelhos sdo
espécies-presa e tém tendéncia a reagir de forma diferente da dos cdes numa situacdo de
stress, ficando parados (Keeble, 2006).

Além do E.cuniculi, a otite média/interna representa o principal diagnostico diferencial
para os distarbios vestibulares. Em muitos casos a Pasteurela multocida pode ser isolada do
empiema da bula timpénica de coelhos afetados e normalmente é bilateral (Kunstyr, 1985).
No entanto os animais com sindrome vestibular provocada por otite média/interna apresentam
sinais de infecdo do trato respiratorio superior (espirros, corrimento nasal) e ocasionalmente
pneumonia (Kiinzel et al., 2008).

Outros diagnosticos diferenciais num coelho com sinais neuroldgicos como sindrome
vestibular inclui: meningoencefalite provocada por Pasteurella multocida, Toxoplasma gondii
ou listeriose (Wasson et Peper, 2000; Csokai et al., 2009). InfecGes virais (herpes simplex 1),
doencgas vasculares, doencas degenerativas ou neoplasias sdo menos comuns mas também
estdo descritas (Kunzel, 2008). Nos EUA, espécies de Balisascaris (Harkness et al., 1995;
Harcourt-Brown, 2004) sdo uma causa conhecida de nematodiase cerebrospinal que pode

provocar 0s mesmos sinais que o Encephalitozoon.
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A otite média/interna, causada principalmente por Pasteurella multocida, por via
ascendente da cavidade nasal atraves das trompas de Eustaquio, continua a ser o principal
diagndstico diferencial em coelhos domesticos (Harcourt-Brown,2002). A primeira causa
sindrome vestibular periférica e a segunda sindrome vestibular central, apesar de a infegdo por
P. multocida poder causar uma sindrome vestibular central se existirem abcessos ao longo do
trato vestibular (Harcourt-Brown, 2004; Jordan et al., 2006a). Em colodnias intensivas de
coelhos a pasteurelose é mais comum do que o E.cuniculi, ao contrério do que acontece com
os coelhos de estimagdo onde este Ultimo é mais frequente (Harcourt-Brown, 2004). O
diagnostico definitivo é dificil, pois é possivel haver infecdo simultdnea com Pasteurella e
Encephalitozoon. A hematologia, a serologia e a imagiologia das bulas timpanicas podem
ajudar no diagnostico. A hematologia pode ser atil na diferenciacdo uma vez que, em
infeccdes por E. cuniculi normalmente ndo se observam alteracdes e nas por P. multocida
existe neutrofilia com desvio a esquerda (Harcourt-Brown, 2004; Jordan et al., 2006a). Na
imagiologia (TAC ou RM) das bolhas timpanicas podem observar-se alteracGes em otites
médias crénicas causadas por P. multocida (Harcourt-Brown, 2004).

A toxoplasmose € uma causa pouco comum de doenca neuroldgica em coelhos e as
infecdes sdo normalmente subclinicas. Contrastando com a Encephalitozoonose, os coelhos
com toxoplasmose apresentam sinais inespecificos como letargia, inapeténcia e febre. O
Toxoplasma gondii pode provocar meningoencefalites granulomatosas semelhantes, mas pode
ser diferenciado através de testes seroldgicos, morfologia dos tecidos e imunohistoquimica
(Dubey et al,1992). O Toxoplasma gondii deve ser no entanto considerado como diagnostico
diferencial em problemas neuroldgicos e oculares em coelhos (Jeklova et al., 2010).

No caso de paresia ou paralisia, o trauma medular, como resultado de luxacdes ou
fraturas, hérnias discais, anomalias congénitas (“splay leg”), espondilose, osteoartrite ou
intoxicacOes (chumbo) deve ser considerado como diagnoéstico diferencial (Keeble, 2006). A
ataxia também pode ser uma manifestagdo de doenca cardiaca, hepatica ou renal (Harcourt-
Brown, 2004). As lesbGes neoplasicas, mais frequentemente o linfoma, também podem
envolver o sistema nervoso central (Gruber et al., 2009).

O mais importante diagnostico diferencial no caso de uveite facoclastica € uma uveite
bacteriana, provocada por P.multocida (Williams, 1999), podendo também ser provocada por

queratites severas ou trauma (Harcourt-Brown, 2002).
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No caso de incontinéncia urinaria também existem varios diagndsticos diferenciais
como infecdo urinaria, sedimento na urina, urolitiase, problemas medulares, obesidade ou

artrite (Harcourt-Brown, 2010).

1.4-Diagndstico

Nos anos mais recentes, varios estudos acerca do E.cuniculi em coelhos de estimacgao
foram publicados e da utilidade de testes diagnosticos como PCR, exame de LCR e urina,
titulos seroldgicos, proteinogramas e coloracdes especificas de tecidos post-mortem
(Harcourt-Brown, 2010). O Encephalitozoon causa varios tipos de manifestac@es clinicas nos
coelhos de estimacdo e os portadores subclinicos sdo a fonte principal de exposicdo a doenca
em grupos de coelhos domésticos, lojas de animais e criadores. Os coelhos jovens podem ser
infetados por um progenitor doente nos primeiros dias de vida e as infegdes naturais resultam
em seroconversdo as 8-10 semanas de idade (Rich, 2010).

Vaérios estudos demonstraram que os coelhos desenvolvem anticorpos circulantes 2 a 3
semanas apdés a infecdo oral, nasal ou intratraqueal (Cox et Gallicho, 1978) (Lyngset, 1980),
com um pico perto das 9 semanas (Jordan et al., 2006a), e cerca de 4 semanas antes de serem
visiveis alteracGes histopatologicas nos rins ou da excrecao de esporos na urina. As alteracdes
histopatolégicas no cérebro sdo detetaveis mais tarde, cerca de 8 semanas ap6s a detecdo dos
anticorpos no sangue (Paul-Murphy et Paré, 2003) (Rich, 2010).

O titulo de anticorpos aumenta nas semanas seguintes e pode manter-se durante cerca
de 400 dias ap6s a infecdo (Waller et al., 1978). A medida que a infecdo se torna crénica o
titulo de anticorpos baixa e as alteracdes histopatologicas tornam-se mais evidentes (Csokai et
al., 2008).

O diagnostico definitivo do Encephalitozoon é dificil. Analises sanguineas, radiologia,
ressonancia magnética e TAC podem ser uteis para excluir ou confirmar outras patologias ou
para demonstrar exposic¢do ao E.cuniculi, mas sem nunca dar um diagndstico definitivo. Este
sO pode ser efetuado através da demonstracdo da presenca do organismo e da relagdo com a
manifestacdo da doenca (Harcourt-Brown, 2010).
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1.4.1-Ante-mortem

Um diagnostico definitivo ante-mortem é normalmente impossivel (Harcourt-Brown,
2004). O E.cuniculi foi detetado em coelhos vivos, na urina, lagrimas e no cristalino removido
durante facoemulsificacdo (Giordano, 2005), mas apenas em alguns casos. N&o existe nenhum

“gold standart” para o diagnéstico ante mortem (Cray et al., 2009).

1.4.1.1-Microscopia

Os esporos sdo a Unica fase da vida do Encephalitozoon facilmente reconhecivel, que
pode sobreviver fora do hospedeiro e na qual pode ser identificada a espécie (Keeling et Fast,
2002).

A visualizacdo, através de microscopia electronica, da ultraestrutura do esporo com o
seu tubo polar enrolado, é diagnostica. Em amostras de urina, é possivel identificar o género.
E altamente especifico, mas a técnica perde sensibilidade quando usada em fluidos corporais,
e requer muito tempo para a preparacao e observacdo da amostra (Franzen et Muller, 1999).

O exame citologico de fluidos corporais através de microscopia Optica permite o
diagnostico de infe¢bes por microsporideos, mas ndo permite a diferenciacdo do género ou
espécie (Franzen et Muller, 1999), o que, no caso dos coelhos ndo se torna relevante pois o
E.cuniculi é o Unico a infetar naturalmente esta espécie (Mathis, 2000). Os esporos podem ser
visualizados usando microscopia éptica com as coloracfes de Giemsa , Ziehl Neelsen, Brown
e Brenn, Brown e Hopps, tricrbmico de Weber’s, Warthin-Starry, e fluorescéncia. A
hematoxilina—eosina ndo é particularmente atil (Cali et al, 2011).

A coloragdo cromotropica desenvolvida por Weber et al (1992), melhorou a detecao
de esporos nas fezes e fluidos corporais. A coloracdo tricromico modificada (Cromotrépico
2R concentrado 10x) é mais sensivel na identificacdo de E.cuniculi na urina quando
comparada com a técnica convencional (Fig.6). Quando examinada com elevada ampliagdo
(1000x), os esporos aparecem com a coloracdo rosa avermelhada em contraste com um fundo
verde ou azul (Fedorko et Hijazi, 1996; Weber et al., 1992). As leveduras também coram de
rosa, no entanto, os esporos de E.cuniculi podem ser distinguidos, devido a presenca de uma
banda central rosada que representa o tubo polar, e pelo vacuolo posterior. Esta coloracdo é

altamente sensivel mas apresenta uma preparacdo trabalhosa e demorada ( Fedorko et Hijazi,

24



1996; Weber et al., 1992). A coloragao “Acid Fast Trichome” (AFT) também pode ser
utilizada para a identificacdo de esporos em sedimento de urina (Melillo, 2007).

Os agentes quimioflurescentes como Calcofluor White, Uvitex 2b e Fungifluor ligam-
se a quitina do esporo fazendo com que adquira uma fluorescéncia branca ou turquesa quando
observado num microscépio de fluorescéncia. (Franzen et Muiller, 1999). Estes microscépios
sdo dispendiosos pelo que ndo estdo disponiveis na pratica clinica. A coloracdo fluorescente
parece mais sensivel e rapida quando comparada com as colorag¢fes cromotrépicas (Didier et
al., 1995a).

Figura 6-Encephalitozoon cuniculi em raspagem de conjuntiva de um paciente com VIH
(Retirado de Franzen and Mller, 1999)

O método de coloracdo mais sensivel, mas ndo especifico (os esporos podem ser
confundidos com bactérias), para Microsporidia ¢ “Calcofluor white M2R” (CW-M2R), uma
coloracé@o quimiofluorescente que pode ser utilizada em amostras de urina ou fezes (Jordan et
al., 2006b).

1.4.1.2-Serologia

A detecdo seroldgica de anticorpos é o meio de diagnostico mais sensivel durante a
fase inicial da infecdo (Csokai et al,2009b).
Uma grande variedade de testes seroldgicos: 0 ensaio imuno-enzimatico (ELISA do

inglés “enzyme-linked immunosorbent assay”), o imuno-ensaio de carbono (CIA do inglés
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“carbon imunoassay”), a imunoflurescéncia indirecta (IFI) e o Western Blotting, foram
desenvolvidos para detetar 1IgG e IgM de microsporideos, em especial E.cuniculi. Alguns
destes testes sdo usados frequentemente em varias espécies animais. Destes, provavelmente a
IFl e o ELISA sdo os mais Uteis, pois sdo faceis de realizar, embora a sensibilidade e
especificidade seja por vezes desconhecida (Franzen et Miller, 1999). O método preferencial
é a IFI, sendo considerados positivos, segundo estudos mais recentes, titulos iguais ou
superiores a 40 (Suter et al., 2001), mas o ELISA e o CIA também podem ser utilizados, e
ambos sdo igualmente sensiveis e especificos (Dipineto et al., 2008) (Boot et al, 2000).

A ocorréncia de pequenas diferencas de sensibilidade e especificidade nos testes
efetuados por diferentes laboratorios deve ser tida em conta, especialmente em colénias com
baixa prevaléncia (Boot et al, 2000).

A presenca de anticorpos circulantes ndo é diagnostica e apenas confirma a exposicao
ao agente (Harcourt-Brown, 2004). Um titulo de anticorpos negativo, exclui normalmente a
infecdo, apesar de, raras vezes serem encontrados esporos, na auséncia de anticorpos,
principalmente nas fases iniciais da infecdo, infecdes em animais muito jovens ou com
doencas primarias imunosupressivas (Csokay et al, 2009b). Em coelhos de laboratério, os
anticorpos contra E.cuniculi desenvolvem-se cerca de 3 semanas apds a infecdo (Cox et al,
1979). A seroconversdo pode ser demonstrada 2 semanas antes de 0S organismos serem
detetados intracelularmente e 4 semanas antes das lesdes histopatoldgicas no rim ou esporos
na urina poderem ser detetados. As lesdes cerebrais apenas se observam cerca de 8 semanas
apos o inicio da resposta serologica (Cox et Gallichio, 1978). Os titulos de anticorpos
permanecem elevados durante varios meses ap0s a exposicdo e depois diminuem ligeiramente
e podem permanecer durante anos com valores flutuantes (Waller et al, 1978).

A pesquisa de anticorpos € o teste mais comum usado na pratica privada para
diagnéstico de E.cuniculi (Melillo, 2007), embora ndo consiga distinguir entre uma infecdo
ativa, aguda, cronica ou reativada (Tabela 1). As IgG apenas revelam exposicdo ao agente,
embora com um teste negativo, num coelho adulto com sinais clinicos, se possa
definitivamente excluir a hipotese de infecdo por E.cuniculi (Harcourt-Brown et Halloway,
2003, Csokai et al., 2008). No entanto uma analise negativa num coelho aparentemente
saudavel ndo exclui a possibilidade de uma infegdo recente, anterior a seroconversdo, pelo que
deve ser testado novamente 4 semanas depois (Meredith, 2008). No caso de uma anélise
positiva, um aumento do titulo de anticorpos 4 semanas depois € indicativo de infecédo ativa.

Uma anélise simultanea de IgM, que é mais indicativa de uma infecéo ativa, pode no entanto
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dar uma melhor indicacdo do estado do animal (Jass et al, 2008). Com medicdes seriadas 0
titulo de IgM mantém-se estdvel ou diminui com o tratamento. Futuros estudos poderdo
indicar o valor diagnostico de valores elevados de IgM, bem como a relevancia ou ndo para o
prognostico (Cray, 2012). Em infecdes experimentais, a IgM eleva-se rapidamente até ao
17°dia pos-infecdo, desaparecendo totalmente ao 35°dia pos-infecdo. A presenca de IgM é
indicativa de infecdo recente (aguda). A presenca sé de IgG, significa infecdo cronica/latente
e 0s animais encontram-se em risco, de em caso de stress ou imunossupressao reativarem a
infecdo. No caso de ambas, 1gG e IgM estarem elevadas, a infecdo esté ativa (aguda, reativada
ou reinfecdo) (Jeklova,2010).

Deve-se ter em atencdo que em coelhos com infecdo aguda nao existe correlacéo entre
o0 titulo de anticorpos e a quantidade de esporos excretados ou a severidade das lesbes
encontradas na necropsia (Harcourt-Brown, 2004). No entanto, os coelhos suspeitos de terem
infecdo por E.cuniculi apresentam maior probabilidade de serem seropositivos e apresentam
um titulo de anticorpos 1,7 vezes superior aos coelhos clinicamente normais (Cray, 2009)
(Tabela 2), apesar de para Csokai et al. (2009a) ndo existir uma diferenca significativa entre
os titulos de anticorpos em animais com e sem sintomatologia. Em coelhos seropositivos
existe correlacdo entre a manifestacdo de sinais clinicos e a eliminacdo de esporos, pois é
mais provavel que animais com sintomatologia eliminem esporos do que animais com doenca
subclinica (Cox et Gallichio, 1978).

Os coelhos jovens com sinais clinicos sdo muitas vezes seronegativos, mas
seroconvertem em algumas semanas, provavelmente devido a interferéncia da imunidade
materna. Os coelhos mais velhos, seropositivos quando jovens, podem tornar-se seronegativos
com o avangar da idade (Harcourt-Brown, 2010). Em infe¢Ges experimentais observou-se que,
0s anticorpos desenvolvem-se aos 21 dias pos-inoculacdo e que os esporos sao eliminados na
urina durante aproximadamente 63 dias (Wasson et Peper, 2000). Nos coelhos, os anticorpos
maternos anti-E. cuniculi passam para a descendéncia e persistem até as quatro semanas de
idade (Harkness et al., 1995; Mathis et al., 2005). Das quatro as oito semanas de idade os
coelhos séo seronegativos (Dipineto et al., 2008; Santaniello et al., 2009) e, as dez semanas,
inicia-se a producdo de anticorpos nos coelhos infetados in utero (Harcourt-Brown et
Holloway, 2003).
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Tabela 1 — Interpretacdo de testes ELISA 1gG (Adaptado de Keeble,2011)

ELISA (IgG) Coelhos saudaveis Coelhos com sinais clinicos
Né&o elimina, infe¢do recente | Elimina E.cuniculi como
: <2 semanas) repetir 4 | diagnostico

Negativo ( .) P g
semanas depois
Indica quer infecdo recente, Pode sugerir infecdo

Positivo cronica ou prévia com recente. Eliminar outros
recuperacgao diferenciais

Tabela 2 — Titulo de anticorpos determinados por ELISA em diferentes grupos clinicos
(Adaptado de Rich,2010)

Grupo clinico

Titulo

Clinicamente normal

794,0 +-171,9

Né&o supeitos de EC mas doentes

742,3+- 245,0

Suspeitos EC

1324,0+-138

-Sinais neurolégicos

1679,0+-218,5

-Sinais oculares

334,5+-382,7

-Sinais Renais

628,6+-560,2

1.4.1.3-Proteinograma

O proteinograma € usado em medicina veterinaria como um meio de diagnostico e
prognoéstico acessorio (Tabela 3). Um estudo (Cray et al., 2009), evidenciou que existe um
aumento de y-globulinas em coelhos suspeitos de E.cuniculi bem como uma diminuigéo
concomitante do ratio albumina/globulina, da albumina e da a2-globulinas, no entanto tais
alteracfes foram também identificadas em coelhos doentes, mas ndo suspeitos de E.cuniculi.

Os coelhos doentes mas ndo suspeitos de E.cuniculi apresentaram também um
aumento nas [B-globulinas, o que ndo aconteceu nos coelhos suspeitos ou clinicamente
saudaveis. Estes valores ndo sdo inesperados pois a albumina é uma proteina de fase aguda

negativa, ou seja diminui em caso de processos inflamatdrios. Embora muitas vezes as
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infecdes por E.cuniculi possam parecer agudas, sdo classificadas como um processo cronico
(Rich, 2010) Os resultados deste estudo indicam que, as alteracdes no proteinograma, ndo

devem ser usadas como meio de diagndstico Unico de E.cuniculi, mas como meio acessorio.

Proteinograma | Suspeito EC | Doente nédo suspeito EC
Proteinas totais - -

Ratio A/G Diminuido Diminuido
Albumina Diminuido Diminuido
Alfal - -

Alfa 2 Diminuido Diminuido

Beta - Aumentado
Gama Aumentado Aumentado

Tabela 3 — Variagdo do proteinograma de acordo com o grupo clinico
(Adaptado de Rich, 2010)

1.4.1.4-Reaccdo em cadeia da polimerase (PCR do inglés Polymerase Chain Reaction)

Vaérias tentativas de usar PCR para diagnosticar E.cuniculi de forma rapida e precisa
foram avaliadas (Csokai et al, 2009) (Rich,2010), no entanto, tanto na urina como no liquido
cefalorraquidiano ndo foram consideradas fidveis para a sua detecdo, tanto em animais
portadores como em animais que manifestaram doenca clinica (Kunzel et al, 2008). Ha que
considerar, que os esporos sdo eliminados esporadicamente, na urina de animais infetados
durante 3-5 semanas apds a seroconversdo, pelo que a sua detecdo nem sempre é possivel.
Tendo em conta que 0s esporos podem estar presentes na urina de animais com sintomas ou
assintomaticos, a sua presenca nao deve ser usada como um método valido para o diagnostico
de doenca clinica (Csokai et al., 2009). No entanto o PCR de material retirado por
facoemulsificacdo de animais com uveite facoclastica revelou ser uma forma sensivel para
detecdo de E.cuniculi (Rich, 2010) (Tabela 4).

29



1.4.1.5 — Outros meios de diagnostico

A andlise de liquido cefalorraquidiano pode dar alguma informacéo, quer através de
citologia ou PCR. O aumento da concentragdo em proteina e pleocitose linfomonocitica
ocorre em coelhos com disturbios neurologicos provocados pelo E.cuniculi, pelo que a analise
do LCR pode suportar um diagnéstico de E.cuniculi, embora virus, encefalites
imunomediadas ou protozoarias e linfoma no sistema nervoso central possam provocar
alteracdes semelhantes (Jesse et al., 2008).

O ratio proteina/creatinina ndo pode ser usado como meio de diagndstico de
E.cuniculi, pois ndo foram encontradas diferencas significativas entre coelhos positivos e
negativos serologicamente (Reusch, 2009).

De acordo com um estudo, foram encontrados 1gG anti-E.cuniculi na urina de coelhos
seropositivos, pelo que os anticorpos presentes na urina podem aportar mais informagéo do
gue os anticorpos sanguineos em relacao a infecdes latentes. No entanto os resultados indicam
gue os anticorpos anti-parede do esporo e tubo polar apenas foram encontrados em animais
com elevada seroreatividade numa col6nia com elevada seroprevaléncia (Furuya et al.,2009).

Numa comunicacao apresentada em 2012, Carolyn Cray, observou que cerca de 59%
dos coelhos com suspeita de E.cuniculi do estudo, apresentaram elevacdo de Proteina C-
reativa (CRP) acima do valor de referéncia de 0-20 mg/L. Existindo uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de coelhos clinicamente normal (6,8 mg/L) e o de
coelhos suspeitos de Encephalitozoon (63,8 mg/L). Deste modo os valores da proteina C-
reativa podem apresentar informacdo importante no diagnostico e prognostico desta doenca.

Num estudo mais recente, para avaliar a aplicagdo de proteinas de fase aguda no
diagndstico de E.cuniculi, mais de metade dos coelhos com sinais clinicos compativeis com
E.cuniculi manifestaram niveis elevados de Proteina C-reativa, no entanto em animais com
sintomatologia ocular ou renal esses valores foram inferiores aos que apresentavam
sintomatologia neuroldégica. Ndo houve diferenca nos valores da Haptoglobina (HP) nem da
Soro Amiloide A (SAA) entre animais suspeitos e ndo suspeitos de E.cuniculi (Cray et al,
2013).
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Tabela 4 — Meios de diagnostico Ante-mortem de acordo com a manifestacgéo clinica
(Adaptado de Keeble,2011)

Assintomatico IgG elevada
Fosforo baixo

Infecdo aguda ativa PCR urina — durante 5 semanas apds seroconversao,
citologia de urina com coloracdo especifica, 1gG e IgM

(doenca renal) elevadas, fosforo baixo

Infecéo crénica Biopsia renal e PCR, 1gG elevada

- Fdsforo baixo
(doenca neurologica)

Uveite facoclastica Sinais clinicos, aspiracdo da lente e PCR

1.4.2-Post-mortem

Mesmo post-mortem, o diagnostico de Encephalitozoon é muitas vezes presuntivo e
baseado mais nas caracteristicas inflamatorias das lesdes dos tecidos do que na presenca do
organismo. No entanto a sua auséncia no exame histopatol6égico ndo significa que ndo estejam

presentes, significa apenas que o patologista ndo o encontrou (Harcourt-Brown,2010).

1.4.2.1-Histopatologia

Até a presente data a histopatologia é considerada o método mais eficaz para a
obtencdo de um diagnostico definitivo de infe¢cdo por E.cuniculi (Leipig et al.,2012) No
exame post mortem podem ser evidentes alteragdes em 6rgdos alvo, como o rim e o cérebro.
A histopatologia continua a ser o método mais comum de identificacdo post-mortem da
meningoencefalite granulomatosa e da nefrite intersticial cronica provocada pelo E.cuniculi.
A sensibilidade da detecdo histopatoldgica de esporos de Encephalitozoon cuniculi , mesmo
usando coloragdes especificas, pode ter resultados variaveis (Csokai et al, 2009;Kunzel,
2010). Os parasitas corados com hematoxilina-eosina podem passar despercebidos mesmo a
patologistas experientes. Coloracdes Gram, Brown-Brenn ou Brown-Hopps parecem ser
fidveis na identificacdo de microsporideos em sec¢des de tecidos em parafina. A coloragédo

dos esporos de microsporideos variam com as coloragdes Gram, no entanto, coram de azul
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escuro ou vermelho, num fundo castanho amarelado. As coloragdes fluorescentes sdo faceis e
rapidas de realizar e a sua sensibilidade € muito elevada (Franzen et Miller, 1999).

O cérebro é o oOrgdo de eleicdo para a detecdo de Encephalitozoon através de
histopatologia e da imunocitoquimica (Leipig et al.,2012). A coloracdo de Ziehl-Neelsen pode
ser utilizada em amostras de rim e cérebro, sendo ligeiramente mais sensivel que a AFT
(Csokai et al., 2008).

Foram encontrados esporos e lesdes histopatoldgicas em alguns coelhos seronegativos
em contato com um coelho seropositivo. Os autores postularam que os coelhos

desenvolveram lesdes antes de haver uma resposta imunitaria (Csokai et al.,2009).

1.4.2.1.1- Lesdes renais

Ao exame macroscopico (Fig.7) e frequente encontrar os rins atrofiados, fibréticos e
palidos, com pequenas depressdes na superficie renal e manchas irregulares branco-
acizentadas (Harkness et al., 1995; Harcourt-Brown, 2004).

De acordo com Leipig et al. (2012), as lesbes renais foram subclassificadas em
agudas, crénicas ou ambas. As lesfes agudas sdo caraterizadas por uma necrose tubular focal
com infiltrados inflamatorios de heteréfilos, macréfagos, linfocitos e plasmacitos. As lesdes
cronicas caraterizam-se por um infiltrado intersticial monocelular primariamente no cortex.

Nos rins com lesdes predominantemente crénicas ndo foram encontrados esporos.
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Figura 7 — Leses renais num coelho com E.cuniculi
(Retirado de Valenkova,2008)
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1.4.2.1.2-Les0Oes cerebrais

AlteracBes histopatoldgicas so s@o observaveis aproximadamente oito semanas apds a

seroconversdo ou seja 12 semanas apos a infecdo (Valencakova et al., 2008).

Existe uma grande variedade de lesdes histologicas que coexistem no cérebro, de
acordo com as diferentes fases da doenca (Leipig et al., 2012).

Num estudo, em cerca de 40 cérebros observados, de animais com esporos detetados, cerca de
97,5% apresentava lesbes cerebrais, 95% nas leptomeninges. A maioria dos animais
apresentava infiltrados inflamatdrios perivasculares (92,5%) enquanto que, em 77,5% foram
encontrados granulomas (Csokai, 2009).

1.4.2.1.3-LesBes noutros 6rgaos

Em casos de infecOes ativas podem observar-se infiltrados granulomatosos nos

pulmdes, figado e coracao de coelhos infetados (Leipig et al.,2012).
1.4.2.2-Imunocitoquimica

A imunocitoquimica é um bom método complementar a histologia para a detecdo de
esporos, especialmente, em casos de pequena carga parasitaria dos tecidos observados (Leipig
et al.,2012). A imunocitoquimica apresenta resultados mais favoraveis na detecdo de
E.cuniculi nos rins onde os vacutolos parasitoforos e os esporos sdo menos prevalentes do que
no sistema nervoso central.

1.4.2.3-PCR em tempo real

O PCR em tempo real, em tecido cerebral, renal e pulmonar, é 0 método mais sensivel
para confirmacéo da infecdo por Encephalitozoon cuniculi (Leipig et al.,2012) .
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1.5-Tratamento

Até ao momento nenhum medicamento foi aprovado para o tratamento da infecdo por
E.cuniculi em coelhos. Ao longo dos tempos, Vvarios estudos in vitro foram realizados para
avaliar a susceptibilidade do E.cuniculi a varios principios ativos. Antibiéticos como a
fumagilina e oxitetraciclina, e antihelminticos como o albendazole, oxibendazole,
tiabendazole e febendazole demonstraram ser os mais efetivos (Kunzel et Joachim,
2010;Suter, 2001;Franssen et al., 1995;Waller, 1979).

O tratamento tem por objetivo eliminar o parasita, suprimir a resposta inflamatoria e

tratar sintomaticamente os sinais clinicos (Keeble, 2006).

1.5.1-Tratamento etioldgico

O tratamento do Encephalitozoon cuniculi é quase tdo problematico como o seu
diagnostico. No caso do parasita ainda se encontrar nos tecidos, um tratamento parasiticida
ndo implica reverter as alteragcdes crénicas que ja ocorreram. No entanto, episédios agudos
como a sindrome vestibular, podem recuperar mesmo sem tratamento, pelo que é dificil
avaliar a eficacia do mesmo (Harcourt-Brown, 2004).0s casos de sintomatologia nervosa e
renal grave podem ndo responder favoravelmente ao tratamento (Valencakova et al., 2008).
Varios estudos foram efetuados acerca do uso de benzimidazois no tratamento de E.cuniculi
em coelhos (Franssen, 1995). Estes medicamentos sdo inibidores dos microtibulos (Ridoux et
Drancourt, 1998), pelo que bloqueiam a extrusdo do filamento polar, prevenindo a infecdo
celular. Antes de 2001, o albendazole era o Unico tratamento recomendado devido a sua
eficacia no tratamento de pacientes humanos (Kotler et Orenstein, 1999;Harcourt-Brown,
2010), apesar de este poder provocar mielossupressdao e insuficiéncia hepéatica (Mortiz,
2004). Varios estudos in vitro mostraram que o albendazole é efetivo como agente
antimicrosporideo e mata os esporos de E.cuniculi em culturas de células renais de  coelhos
sem alteracOes citopaticas. A duragdo do tratamento com albendazole ndo esta estabelecida
em coelhos, mas esta descrita uma dose empirica de 20 mg/Kg SID durante 3 a 14 dias
(Harcourt-Brown, 2004). N&o deve ser utilizado em fémeas gestantes devido aos seus efeitos
teratogénicos (Suter et al., 2001).

Num modelo com murganhos, o tratamento com albendazole aparentemente eliminou

a infecdo. No entanto, a microsporidiose foi reativada ap0s imunossupressdo com
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dexametasona. Isto implica que a populacéo de E.cuniculi que ndo foi detetada por PCR
permaneceu intacta, mesmo apos o tratamento com albendazole, e que esta se expandiu apds a
imunossupressao (Kotkova, 2013). Johnson-Delaney (2008), usa oxibendazole, 30 mg/Kg PO
SID durante 1-2 semanas e depois 10 mg/Kg PO SID até a estabilizacdo dos sinais clinicos.
Atualmente o febendazole é o medicamento de eleicdo para o tratamento do E.cuniculi
e mostrou ser efetivo na reducdo dos sinais clinicos numa infecdo ativa bem como na
prevencédo da infe¢cdo em animais expostos quando administrada a 20 mg/Kg SID durante 28
dias (Suter et al.,2001;Jordan et al., 2006a). O tratamento pode ser repetido cada 6 meses ou
menos, se 0s sinais clinicos reaparecerem (Harcourt-Brown, 2004). Tem a desvantagem de
apresentar uma absorcdo menor que o albendazole quando administrado por via oral
(Harcourt-Brown, 2004). O uso de febendazole durante 9 dias antes de haver infegéo, parece
conferir alguma protecédo, pelo que esta a ser recomendado pelo fabricante (Harcourt-Brown,
2010). A administragcdo oral de febendazole antes da infe¢cdo experimental foi efetivo no

blogqueio do estabelecimento da infecdo no coelho hospedeiro (Suter et al.,2001).

1.5.2-Tratamento sintomatico

Os corticosteroides sdo usados com frequéncia em caso de sintomatologia neuroldgica
aguda associada ao E.cuniculi. Parecem ser efetivos e estdo indicados na supressdo da
resposta inflamatdria associada & rutura celular. A dose usada € de 0,5-2 mg/Kg SID de
Dexametasona. Se for necessario tratamento antinflamatorio adicional por um curto periodo
deve ser usada a dose antinflamatéria (Harcourt-Brown, 2010). No entanto a terapéutica
prolongada com corticosteroides em coelhos estd contraindicada devido aos efeitos
imunossupressores (Harcourt-Brown, 2003). Além disto, a administracdo de corticosterdides
pode conduzir a um aumento da carga parasitaria pelo seu efeito imunodepressor (Jordan et
al., 2006a). Podem ser usados outros antinflamatorios como a flunixina meglumina ou
inibidores Cox-2. No caso de uma sindrome vestibular aguda deve ser implementada uma
terapéutica antibidtica pois um dos principais diagnosticos diferenciais sdo infe¢des por
P.multocida (Valencakova et al., 2008). Podem utilizar-se antibiodticos de largo espectro como
trimetropim-sulfadiazina (15-30 mg/kg, PO, BID) ou enrofloxacina (10 mg/kg PO, BID), por
7 a 10 dias (Keeble, 2006). Em caso sintomatologia neurol6gica aguda podem ser Uteis

benzodiazepinas, como o diazepam (0,5mg/kg, SC ou 1V) ou o midazolam (0,5-2mg/kg, SC
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ou 1V) (Harcourt-Brown, 2004;Keeble, 2006). O midazolam é também efetivo se
administrado por via intranasal (Harcourt-Brown, 2004).

Além da terapéutica antiparasitéria e antinflamatoria, existem outras opg¢des paliativas
de acordo com o tipo de manifestacdo clinica. O tratamento de coelhos com insuficiéncia
renal cronica é sintomatico. E necessario assegurar que bebem &gua suficiente e em caso de
necessidade, fluidoterapia (Reusch, 2006; Kiinzel et al., 2008). Esta indicada uma dieta baixa
em calcio para evitar calcificacdo de tecidos moles e aumento da sua excrecao e deve ser
aumentado o consumo de vegetais e fruta devido ao seu teor em agua (Harcourt-Brown,
2004).

No caso de uveite facoclastica o tratamento sistémico para E.cuniculi ndo resulta e a
terapia antinflamatoria topica é pouco efetiva (Wagner et Feher,2007). Se o animal se
apresenta na fase final da doenca o melhor tratamento é a enucleacdo (Wolfer,1993)
(Giardano,2005;Kirschner,1997). Se avaliado no inicio, antes do desenvolvimento de
sinequias, ou glaucoma, a facoemulsificacdo associada a terapia antinflamatéria € uma opcao
(Sandmeyer, 2011;Felche, 2002). Harcourt-Brown (2004) prescreve terapéutica parasiticida
em caso de cataratas mas nao trata os sinais intraoculares a menos que existam sinais
evidentes de inflamacdo, como hipopion. Segundo Suter et al. (2001) a combinacdo de
fenbendazole (20mg/kg/dia), por via oral, com prednisolona a 1% tdpica durante oito semanas
resolve a uveite. De acordo com Donnelly (2003), mesmo com o tratamento topico, a uveite
conduz, invariavelmente, a atrofia do olho, podendo haver excecbes apenas quando o

tratamento € iniciado numa fase muito precoce da doenca.

1.6-Prevencao

A selecdo de coelhos livres de E.cuniculi é o melhor método de prevenir a infegédo de
uma colonia (Keeble, 2006;Harkness et Wagner, 1997). Todos os coelhos devem ser testados
serologicamente e os positivos eliminados. Devem ser testados mais 2 vezes com intervalos
de 30 dias e todos os positivos eliminados (Bywater,1978). Qualquer animal introduzido deve
ser testado apos 30 dias de quarentena. (Harcourt-Brown,2004).

Um elevado grau de higiene e limpeza das jaulas, especialmente em locais com elevada
densidade populacional, evitando o contacto da urina com a agua contribui para a prevencao
da transmisséo de E.cuniculi (Santaniello et al., 2009). O fenol a 2% ou formol a 10% tornam
0s esporos nédo infetantes e previnem a transmissao (Okewole, 2008). O etanol a 70% e o
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hipoclorito de sodio a 1%, aplicados por 30 segundos, inativam os esporos (Jordan et al.,
2006), sendo um modo eficaz para a limpeza de jaulas ou outras superficies possivelmente
contaminadas.

O uso estratégico de febendazole antes da infecdo por E.cuniculi pode ser um método
valido para o controlo de novas infecdes em coelhos de estimacao (Suter et al, 2001).

A administracdo de febendazole, durante 9 dias antes da infecdo, parece apresentar
carater protetivo, e recomendado pelos fabricantes como medida profilatica (Harcourt-Brown,
2010).

1.7-Potencial zoondtico

O primeiro caso de E.cuniculi em humanos ocorreu em 1959, no Japdo (Weber et
al,1994) e o primeiro as ser comprovado por analise molecular em 1994, no Reino Unido
(Mathis et al, 2005).

Trés estirpes de E.cuniculi foram identificadas até a data e apesar de nos Estados
Unidos a isolada de humanos foi a estirpe 111, na Europa tem sido principalmente a estirpe 1.
As infe¢des em humanos sdo consideradas oportunistas e afetam pessoas imunodeprimidas,
no entanto, apesar do risco ser pequeno, os proprietarios de coelhos infetados devem ser
avisados (Harcourt-Brown,2004).

E muito pouco provavel que o E.cuniculi seja um agente natural em humanos e a sua
origem zoondtica é evidente. Os poucos pacientes infetados com E.cuniculi, apresentam
historiais de exposicdo a coelhos ou cdes (Mathis et al, 2005;Deplazes et al, 1995). No
entanto, num estudo realizado em 2011 por Sak et al, em 15 pessoas assintomaticas e
imunocompetentes, mas com risco de exposicdo a animais contaminados, cerca de 14

apresentaram serologias positivas para E.cuniculi.

37



1.8-Objectivos

Este trabalho pretende contribuir para a avaliagdo do estado seroldgico de coelhos
assintomaticos, mantidos como animais de estimacgdo, de modo a justificar a utilizacdo de
medidas preventivas, quer da transmissao do agente, entre 0os animais existentes para venda
ao publico, quer da manifestacdo de sinais clinicos em animais que apresentam titulacdes
positivas mas permanecem assintomaticos.

Pretende também efetuar a caraterizacdo da populacdo de coelhos positivos de modo a
conseguir minimizar os possiveis fatores que poderdo contribuir para a manifestacdo e

disseminacdo desta doenca.

2-Materiais e métodos

2.1-Local de colheita

Para este estudo foram recolhidas, entre Dezembro de 2012 e Agosto de 2013,
amostras de sangue de coelhos em cerca de 7 centros de atendimento veterinario do distrito de

Lisboa.

2.2-Critérios de escolha da popula¢ao

A populacdo deste estudo apresentou como Unico critério de inclusdo o fato de os
animais ndo terem manifestado qualquer sinal clinico de doenga, quer de E.cuniculi quer de
outro tipo. Nenhum dos animais, anteriormente a recolha de sangue, tinha tido qualquer tipo
de sintomatologia compativel com infecdo por E.cuniculi. Os animais em causa foram a
consulta para vacinacdo de rotina, exame pré-cirdrgico para cirurgia eletiva
(ovariohisterectomia, castragdo) ou para exame pos-compra. Apenas foram sujeitos a exame
clinico e os recém comprados a exame fecal por esfregaco a fresco (negativo em todos os

animais).
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2.3-Colheita da amostra

Foram recolhidas amostras de sangue, através de colheita de cerca de 1 ml de sangue
por punc¢do da veia safena, e colocadas em tubo seco, até formacdo de codgulo. As amostras
foram depois centrifugadas e recolhido o soro, que se manteve congelado a -20°C até a
realizacdo dos testes.

Todas as amostras sanguineas foram recolhidas com consentimento dos proprietarios,
apos sedacdo dos animais com midazolam e butorfanol e com colocacdo de xilocaina em

pomada no local da recolha, previamente preparado de forma asséptica.

2.4-Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado usando a férmula para estudos caso-controlo
(Schesselman, JJ.,1982), assumindo uma proporcdo de exposicdo nos controlos de 50% e seis
vezes mais risco relativo de desenvolvimento de Encephalitozoon cuniculi associado a
exposicdo aos determinantes estudados, uma significancia de 5% e um poder estatistico de
80%. O tamanho de amostra de acordo com estes célculos € de 26 casos.

2.5-Recolha de dados

Os dados foram recolhidos através dos sistemas informaticos dos centros de
atendimento bem como através da consulta direta das fichas clinicas ou através da anamnese
nos animais que foram observados pela primeira vez.

Foram recolhidos dados referentes a idade, sexo, raca, local de compra (loja/criador),
presenca de mais coelhos e estado de saude.

2.6-Desenho de estudo
O presente estudo é do tipo analitico - observacional do tipo caso-controlo. Para
efeitos deste tipo de estudo, consideraram-se casos, todos os animais que foram positivos a

presenca de Encephalitozoon. Os casos foram emparelhados com controlos, animais testados

negativos a doenca, de acordo com o0s critérios mencionados anteriormente. O
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emparelhamento utilizado foi de um caso para um controlo. Para efeitos de analise excluiram-

se 3 casos por ndo ter sido possivel arranjar controlos.

2.7-Imuno-Ensaio de Carbono (CIA)

O teste utilizado foi 0 imuno-ensaio de carbono (CIA), de acordo com as instrucfes
fornecidas pelo fabricante (Medicago®, Suécia). Os resultados foram lidos imediatamente,
através de microscopia optica a 400x. As particulas de carbono ligam-se as 1gG da amostra,
permitindo a visualizacdo dos anticorpos ligados aos esporos de E.cuniculi. Em amostras
positivas 0s esporos coram de cinza/negro num fundo com as particulas de carbono (Fig. 8)
engquanto em amostras negativas o esporo aparece branco num fundo escuro. Nao foram
efetuadas titulagBes e as amostras foram diluidas a 1:40 em PBS, valor a partir do qual se

considerou o titulo positivo.

Figura 8 — Imagem microscdpica (400x) de uma amostra positiva no teste CIA. As setas indicam esporos

com membrana celular negra devido a presenca de IgG (Foto do autor)
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2.8-Andlise estatistica

Para efeitos de andlise estatistica utilizou-se o software SPSS versao 20 (c) IBM Corp.
(c) SPSS (r) STATISTICS para anélise descritiva, nomeadamente no célculo de medidas de
tendéncia central e de dispersdo, de variaveis numéricas e contagens nas tabelas de
contingéncia de variaveis categoricas. Adicionalmente para a estatistica inferencial utilizou-se
0 teste Exacto de Fisher para avaliar a relagdo das variaveis dicotdmicas, assim como o teste
de Qui-quadrado para avaliar a relacdo das varidveis categdricas, com a seropositividade para
Encephalitozoon. Para a avaliacdo da relacdo das varidveis continuas, como a idade, com a
doenca efetuaram-se o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, subsequentemente aplicando o
teste paramétrico preconizado (teste t ou ANOVA). Nos casos em que ndo se verificou
normalidade efetuaram-se as alternativas ndo paramétricas (Mann-Whitney e Kruskal-Wallis).

3-Resultados

O presente estudo incidiu numa amostra de cinquenta e cinco leporideos de trés
proveniéncias distintas (Fig.9): loja 81,8% (n=45), criador 10,9% (n=6) e desconhecida 7,3%
(n=4) — que se apresentaram a consulta entre Dezembro de 2012 e Agosto de 2013. Em
relacdo ao sexo (Fig.10) e idade, a amostra apresenta 47,3% de fémeas (n=26) e 52,7% de
machos (n=29), com idades compreendidas entre os 0,17 (2 meses) e oito anos. Em relacéo a
raca, a amostra é composta por cinco coelhos de raca Belier (9,1%), cinco de raca Lion Head
(9,1%), trés de raca Ana (5,5%), dois coelhos da raca Angora (3,6%) e de raca Holandés
(3,6%), e os restantes 69,1% de raca indeterminada (Fig. 11).Cerca de 44 animais vivem
sozinhos (80%).

3.1- Amostra

7% 11%
: M Criador
i H Loja
82% # N3do sabe
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Figura 9:Caraterizago da amostra de acordo com a proveniéncia

B Fémea

& Macho

Figura 10: Caraterizacdo da amostra de acordo com 0 sexo

& Ando

¥ Angora

I Belier

H Holandés

M Indeterminada

= Lion head

Figura 11: Caraterizacdo da amostra de acordo com a raga

Esta amostra contempla 52,7% de animais sdos (n=29) e 47,3% (n=26) de animais
seropositivos para Encephalitozoon (Fig.12). Destes 26 animais, 46% sdo fémeas (n=12), e
54% s&o machos (n=14) (Fig.13) e cerca de 69% (n=18) ndo tém raca definida (Fig.14). A
maioria foi adquirida em lojas de animais, cerca de 81% (n=21) (Fig.15), e vivem sozinhos
84% (n=22). Apresentam idades compreendidas entre os 0,33 e 0s 7 anos com uma média de
3 anos de idade (Fig.16).
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Figura 12: Caraterizacdo da amostra de acordo com o resultado do CIA
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Figura 13-Comparagéo dos animais positivos e negativos de acordo com 0 sexo
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Figura 14-Caraterizacdo dos animais positivos e negativos de acordo com a raga
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Figura 15-Caraterizacdo dos animais positivos e negativos de acordo com a proveniéncia
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Figura 16 — Caraterizacdo dos animais positivos e negativos de acordo com a idade
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3.2- Determinantes e relacdo com a doenca

3.2.1-Determinantes intrinsecos

Para a avaliagdo das caracteristicas individuais (determinantes intrinsecos) e a sua

relagdo com a seropositividade para E.cuniculi, avaliou-se: o sexo, a raca e a idade.

3.2.1.1- Sexo

O teste Exato de Fisher sugere que ndo existe relagéo estatisticamente significativa

entre 0 sexo e a presenca de anticorpos anti-Encephalitozoon (p=0,875).

3.2.1.2-Raca

Tabela 5 — Distribuicdo dos animais positivos e negativos ao E.cuniculi de acordo com a raga

Ando Angora Belier Holandés Lionhead Indeterminada Total
Negativo 3 2 1 1 2 20 29
Positivo 0 0 4 1 3 18 26
Total 3 2 5 2 5 38 55

Para avaliacédo da raca agruparam-se as ragas puras num grupo e a raga indeterminada
noutro. O teste de Qui-quadrado sugere que ndo existe relacdo estatisticamente significativa
entre ser de raga pura ou de raca indeterminada e a seropositividade para Encephalitozoon
(p=0,983).

3.2.1.3-1dade
Os animais seronegativos da amostra (controlos) apresentam uma média de 2,76 anos
com um Intervalo de confianga de 95% (1.C 95%) entre os 2,02 e os 3,5 anos, enquanto 0s

animais seropositivos sao um pouco mais velhos em média: 2,97 com IC 95% entre 2,09 e os
3,08 (Figura 17).
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Figura 17 —Distribuigdo dos animais positivos e negativos ao E.cuniculi de acordo com a idade

Para averiguacdo se existe diferencas estatisticamente significativas entre as médias de
idades preconiza-se o teste t para amostras independentes. Este teste porém ndo foi executado
por falha de pressuposto de normalidade, avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. A normalidade
foi verificada no grupo controlo/negativo (p=0,0692) mas falhou no grupo dos casos/positivos
(p <0,05). Assim efetuou-se o teste de Mann-Whitney que sugere ndo existirem diferencas

estatisticamente significativas entre as idades dos coelhos positivos e negativos (p=0,641).
3.2.2- Determinantes extrinsecos
Para a avaliagdo das caracteristicas ambientais (determinantes extrinsecos) e a sua

relagdo com a seropositividade, avaliou-se: a proveniéncia e o namero de coelhos com que co-

habita.
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3.2.2.1-Proveniéncia

Tabela 6- Distribuicdo dos animais positivos e negativos ao E.cuniculi de acordo com a proveniéncia

Local Compra n % %valida
Negativo  Criador 5 17,2 17,2
Loja 24 82,8 82,8

Total 29 100,0 100,0

Positivo  Criador 1 3,8 3,8
Loja 21 80,8 80,8

Né&o sabe 4 15,4 15,4

Total 26 100,0 100,0

Avaliando a tabela comparativa (Tabela 6) dos casos (Positivo) e controlos (Negativo),
verifica-se uma diferenca marcada entre o nimero de animais provenientes de lojas (n=45) e
de criadores (n=6). Poderemos afirmar que em 6 animais vindos de criadores apenas 1 é
positivo (16%) enquanto, dos que vém das lojas cerca de 21 sdo positivos (47%). Por s6 haver

um caso positivo provenientes de criador ndo se procedeu a estatistica inferencial.

3.2.2.2 — Numero de coelhos com que co-habita

Tabela 7 - Distribuicdo dos animais positivos e negativos ao E.cuniculi de acordo com o nimero de
outros coelhos com que habita

N° de coelhos n % % vélida

Negativo 0 22 75,9 81,5
1 1 3,4 3,7
2 4 13,8 14,8

Total com
) 27 93,1 100,0
registo
Sem registo 2 6,9

Total 29 100,0

Positivo 0 22 84,6 84,6
1 3 11,5 11,5
2 1 3,8 3,8
Total 26 100,0 100,0
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Em relacdo aos animais positivos (Tabela 7), observa-se que 84,6% (n=22) vive s0,
sendo que os restantes 15,4% (n=4) co-habita com pelo menos um outro coelho. Nos animais

negativos 17,2% (n=5) da amostra co-habita com pelo menos um coelho.

Tabela 8 - Distribuicdo dos animais positivos e negativos ao E.cuniculi que vivem sozinhos e

acompanhados

Vive sé Vive com outros Total

Negativo 22 5 27
Positivo 22 4 26
Total 44 9 53

Para avaliar se o co-habitar com outros animais tem relagdo com a seropositividade,
dividimos os coelhos no grupo dos que vivem sé e no grupo dos que vivem com outros
(Tabela 8). Para este efeito ndo foram avaliados os dois coelhos cuja presenca, de outros
animais, ndo foi registado. Esta avaliacdo pelo teste Exato de Fisher sugere que ndo existe
associagao estatisticamente significativa (p=0,981).

5-Discussao

O E.cuniculi é reconhecido como causa de doenga clinica em animais de laboratério,
mas sé recentemente comeca a ser descrito como um problema em animais de estimacdo
(Harcourt-brown et Holloway, 2003). Em estudos prévios (Tabela 11), efetuados na Europa,
verificou-se que a prevaléncia em animais assintomaticos varia entre 18% num estudo da
Alemanha (Hein et al, 2014) e os 71% de um outro na Eslovaquia (Valencakova, 2008),
embora este Ultimo tenha uma amostra reduzida.

Neste estudo, cerca de 47,2% dos animais foram serologicamente positivos. A dete¢édo
de anticorpos anti-Encephalitozoon cuniculi em 26 dos 55 animais testados determinam que o
E.cuniculi esta presente na populacdo de coelhos de estimagdo na regido de Lisboa, embora
seja impossivel diferenciar entre os animais com infecdo ativa, infecao latente ou coelhos que
criaram uma resposta imunitaria mas que ndo se apresentam infetados. Para diferenciar entre
estas possibilidades tera de ser efetuada uma avalia¢do da flutuagdo dos titulos de anticorpos
ao longo do tempo, quer de 1gG quer de IgM bem como um acompanhamento da evolugéo do

estado clinico do animal.
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Tal como demonstrado na estatistica descritiva, neste estudo ndo existe relacdo
significativa entre a idade e a seropositividade para Encephalitozoon cuniculi. Resultado
idéntico foi obtido por outros autores (Keeble et Shaw, 2006) (Jeklova, 2010), no entanto
Dipineto et al (2008) observou que a prevaléncia em animais adultos foi de 98,6% (em
comparacdo com a de animais jovens 27,3%).Tal pode dever-se ao fato de a maioria dos
coelhos jovens desse estudo terem entre 1 e 2 meses, idade em que ainda ndo desenvolveram
anticorpos.

Neste estudo e de acordo com a literatura (Dipineto et al, 2008; Okewole, 2007;
Keeble et Shaw, 2006; Jeklova,2010) também nao houve qualquer relacédo entre a positividade
e 0 sexo dos animais. Em relacdo a raca, também néo existe relacdo com a positividade, o que
também foi observado nos estudos efetuados por Keeble et Shaw (2006) e Okewole (2007).

A percentagem de animais positivos provenientes de criadores parece ser varias vezes
inferior (16%) a dos animais que testaram positivo provenientes de lojas (47%). Esta
comparacdo é contudo baseada em contagens de animais, provenientes de criadores, muito
baixas (n=6). Sugere-se que esta variavel seja avaliada com grupos de tamanho maior. No
entanto poderad ser interessante avaliar posteriormente quais as diferencas em relagdo ao
maneio dos animais em criadores particulares e em lojas da especialidade.

No que diz respeito a viverem sozinhos ou com outros coelhos, neste estudo nédo
houve qualquer relacdo com o fato de serem seropositivos para E.cuniculi o que concorda
com os estudos efetuados por Keeble et Shaw (2006) e Jeklova (2010), no entanto, de acordo
com outros autores (Okewole, 2007; lgarashi et al, 2008; Morera,2012) existe maior
seroprevaléncia entre os coelhos que vivem acompanhados por outros coelhos. Tal deve-se ao
fato de poder haver maior probabilidade de contaminagdo por ingestdo de esporos eliminados
na urina.

Segundo o conhecimento do autor, este € o primeiro estudo realizado para avaliar a
seroprevaléncia de E.cuniculi em coelhos assintomaticos na regido de Lisboa. Mais estudos
serdo necessarios para determinar a incidéncia em individuos assintomaticos, infetividade e
disseminacédo da doenca.

O propésito deste estudo, foi uma avaliacdo preliminar do estado serologico da
populacdo de coelhos de estimacdo assintomaticos, no distrito de Lisboa, e coincide com o0s
resultados obtidos em outros paises, revelando que o E.cuniculi estd presente nesta populacdo

de animais numa percentagem elevada, pelo que deve ser considerado como diagnostico
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diferencial em patologias neuroldgicas, urinarias e oculares, em coelhos, e tomadas medidas

preventivas para evitar a sua disseminacao.

Tabela 9-Prevaléncia de E.cuniculi em coelhos assintomaticos determinada por serologia, em

diversos paises (Adaptado de Kunzel et Joachim, 2010)

Pais Autor Método Total Seropositivos
N %
Reino Unido Keeble and Shaw, 2006 | ELISA 97 50 52
Reino Unido Harcourt-Brown and ELISA 38 14 36,8
Holloway,2003
Austria Kunzel, 2008 IFAT 54 20 37
Italia Dipineto et al, 2008 CIAELISA | 47 32 68,1
Japédo Igarashi et al, 2008 ELISA 195 | 113 | 57,9
Nigéria Okewole, 2008 IFAT 100 |10 16,5
Eslovaquia Valencakova,2008 IFA 7 5 71
Républica Checa Jeklova,2010 ELISA 62 32 51,6
Espanha (Barcelona) Morera,2012 IFA 55 25 45,45
Alemanha (Sul) Hein et al, 2014 IFAT,CIA 218 |39 17,9

5-Conclusdo

Tendo em conta os resultados obtidos, em que cerca de 47,3% dos animais testados

foram serologicamente positivos para IgG de E.cuniculi, apesar de ndo apresentarem qualquer
sinal de doenca, o potencial para desenvolverem sinais clinicos e elevado, pelo que é
recomendavel e justificavel efetuar tratamento preventivo com Febendazole, 20mg/Kg SID,
28 dias (Suter,2001), a todos os animais, quer para evitar os sinais clinicos quer como
preventivo de infe¢Oes posteriores.

A maioria dos animais testados sdo animais de companhia, solitarios, e que apos a
compra ndo voltaram a ter contato com outros animais da sua espécie, 0 que leva a crer que a
maioria das infe¢fes foi adquirida desde o nascimento até & venda final. A forma mais

provavel de infecdo é atraves da ingestdo dos esporos eliminados na urina e que contaminam
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alimentos e agua, pois estes podem manter-se viaveis no ambiente durante longos periodos de
tempo (Harcourt-Brown e Holloway, 2003; Keeble, 2006; Nast,1996;Waller,1979).

De salientar o papel importante que os distribuidores e lojas de animais devem ter no
controle desta patologia, através da testagem dos animais para venda, bem como na
implementacdo de adequadas medidas de higiene dos animais, que séo criados e vendidos,
bem como das suas instalagcdes, uma vez que 0s esporos sdo destruidos facilmente com o uso
de desinfetantes comuns, como etanol, formaldeido e hidréxido de sodio (Waller, 1979) .0
estabelecimento de centros reprodutivos livres de E.cuniculi foi descrito por Cox et al (1977),
e, embora reconheca que seja dispendioso e leve algum tempo, essas medidas deveriam ser

implementadas.
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