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RESUMO

Seroprevaléncia de Encephalitozoon cuniculi num grupo de 32 coelhos de estimacéao

sintomaticos

O agente etioldgico da encefalitozoonose, Encephalitozoon cuniculi, € um parasita intracelular
obrigatdrio, produtor de esporos, pertencente ao filo Microspora, com potencial zoonético. O
seu hospedeiro definitivo € o coelho (Oryctolagus cuniculus), mas além de infetar uma
variedade de mamiferos, pode infetar seres humanos, principalmente quando
imunossuprimidos.

O presente estudo avaliou um grupo de 32 coelhos de estimagdo, com suspeita clinica de
infecdo por E. cuniculi. A seroprevaléncia foi determinada por titulagdo de anticorpos e
calculada em 87,5%, das quais 82,1% eram infecdes crénicas e 17,9% infecdes ativas. A
frequéncia de apresentacdes clinicas de encefalitozoonose foi a seguinte: neuroldgica
(56,3%); ocular (18,8%); renal (6,3%); com sinais clinicos multiplos, renais e neurolégicos
(6,3), oculares e neuroldgicos (3,1%) ou inespecificos (9,4%).

N&o foram encontradas associacfes estatisticas entre a raca, o sexo e a idade dos coelhos
investigados, quer com a frequéncia de infe¢cdo quer com o tipo de infe¢&o por E. cuniculi.

O diagnostico de encefalitozoonose € desafiante porque o desenvolvimento de doenca
depende sobretudo da capacidade de resposta do sistema imunitario do animal. E importante
conhecer as vérias apresentacgdes clinicas da doenca para fazer o seu diagndstico precoce,
tratamento e prevencdo, de forma a reduzir cadeias de transmissdo entre animais, e a
eventuais titulares imunossuprimidos, e promover a saude e o bem-estar dos coelhos. Os
testes de titulagdo de anticorpos anti-E. cuniculi revelaram-se muito Uteis para validar o
diagnéstico clinico de encefalitozoonose e devem ser realizados periodicamente nos coelhos

de estimacgéo.

Palavras-chave: Encephalitozoon cuniculi, coelho, seroprevaléncia, apresentacées clinicas,

potencial zoonotico



ABSTRACT

Seroprevalence of Encephalitozoon cuniculi in a group of 32 symptomatic pet rabbits

The etiologic agent of encephalitozoonosis, Encephalitozoon cuniculi, is a spore-forming
obligate intracellular parasite belonging to the phylum Microspora, with zoonotic potential. Its
definitive host is the rabbit (Oryctolagus cuniculus), besides affecting a wide variety of
mammals, it can infect humans, especially when immunocompromised.

The present study evaluated a group of 32 pet rabbits, with clinical suspicion of infection by E.
cuniculi. Seroprevalence was determined by antibody titration and estimated at 87.5%, of
which 82.1% were chronic infections and 17.9% active infections. The frequency of clinical
presentations of encephalitozoonosis was as follows: neurological (56.3%); ocular (18.8%);
renal (6.3%); with multiple clinical signs, renal and neurological (6.3%), ocular and neurological
(3.1%) or nonspecific (9.4%).

No statistical associations were found between host determinants of disease, breed, gender
and age, either with the frequency of infection or with the type of infection by E. cuniculi.

The diagnosis of encephalitozoonosis is challenging as its development depends mainly on
the rabbit immune response. It is important to recognize the various clinical presentations of
the disease to reach an early diagnosis, treatment and prevention, in order to reduce chains
of transmission between animals, and eventual immunosuppressed holders, and to promote
the health and well-being of rabbits. Antibody titration proved to be very useful to validate the

clinical diagnosis of encephalitozoonosis and should be performed periodically on pet rabbits.

Keywords: Encephalitozoon cuniculi, rabbit, seroprevalence, clinical signs, zoonotic potential

Vi
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1. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO CURRICULAR

O estagio curricular foi realizado na Clinica Veterinaria Exotics, em Barcelona,
Espanha. Teve inicio a 8 de janeiro de 2020 e terminou a 17 de mar¢o de 2020. Durante este
periodo, foram cumpridas 479 horas de estagio. O horario realizado foi bipartido durante a
semana, contemplando as horas de abertura e de fecho da clinica e perfez uma média de 9
horas diérias. Aos sdbados, a estagiaria colaborou nas atividades da clinica, num periodo
matinal de 4 horas. O horario foi estrategicamente definido para que houvesse um
acompanhamento dos periodos de maior afluéncia de pacientes as consultas, e de
monitorizagao e medicagéo dos animais internados.

Durante o estagio curricular, a estudante participou nas consultas (de primeira e
segunda opinido, e de seguimento) e auxiliou os médicos veterinarios na contengcédo e no
maneio de pequenos mamiferos, aves, répteis, e outros, para realizacdo de exames fisicos e
exames complementares de diagndstico, recolha de amostras biolégicas, corte de unhas e
administracdes farmacoldgicas. Diversificou e aprofundou conhecimentos, reforgou
competéncias clinicas de medicina de animais exoticos, e adquiriu destreza na manipulagéo
de uma grande variedade de animais exoticos.

No servico de internamento, foi responsavel pela limpeza dos alojamentos dos animais
internados (gaiolas/jaulas, terrarios e aquarios), por auxiliar na sua monitorizagdo (exame
fisico, avaliagdo de urina/fezes, pesagem e medicdo de temperatura corporal), pela
preparagdo e administracdo de medicacdes (por via oral e/ou parentérica) e de alimentacdo
por sonda (quando necessario).

Participou nas atividades cirargicas realizadas, desempenhando fungcfes como
ajudante na preparacao do material cirdrgico/farmacos e limpeza do bloco operatério,
anestesista e ajudante de cirurgido. Colaborou em procedimentos cirdrgicos basicos
(castracéo, esterilizacéo, corte/limagem de dentes) e complexos (amputacdo de membros e
remocdo de massas tumorais) realizados em gerbos, porcos vietnamitas, camaledes,
chinchilas e tartarugas. No periodo pos-cirargico, foi responsavel pelo acompanhamento e
monitoriza¢ao dos animais intervencionados.

Na vertente dos meios complementares de diagndéstico, a estudante realizou e
interpretou exames radiol6gicos e ecograficos, auxiliou na preparagdo, posicionamento e
contencao dos animais. Assistiu a realizacéo de ecocardiografias e de exames oftalmolégicos,
por especialistas. Participou também nas rotinas de diagnostico laboratorial, realizando e
interpretando provas hematoldgicas e bioquimicas, esfregacos sanguineos e contagem de

células, pesquisa de endo e ectoparasitas, uriandlises, exames coproldgicos e citologias.



Além das tarefas referidas, colaborou na rececdo, alojamento, alimentacdo e
acompanhamento dos animais em regime de “hotel” e auxiliou os médicos veterinarios nas

emergéncias médicas e nas consultas de urgéncia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Introducéao

Os animais exoticos, também designados como “novos animais de companhia”, tém
ganho popularidade ao longo dos tempos e fazem, cada vez mais, parte das preferéncias dos
cidaddos como animais de estimacdo. Segundo a AVMA (do inglés, American Veterinary
Medical Association), em 2018 foram registados, nos Estados Unidos da América (EUA), mais
20,7% de agregados familiares detentores de animais exéticos e houve um crescimento de
19,4% nas populacdes de animais exo6ticos mantidos como animais de companhia, em relagcéo
ao ano de 2012.

Estas populacdes animais sdo bastante abrangentes, e subdividem-se geralmente em
trés grandes grupos: aves; répteis; pequenos mamiferos. E neste Gltimo grupo de animais que
se insere o0 vulgarmente designado como “coelho doméstico” - Oryctolagus cuniculus -,
espécie-alvo do presente trabalho.

A adocao do coelho como animal doméstico na civilizagdo humana é muito antiga,
tendo as primeiras racas de coelho europeu doméstico surgido em Franca no século XVI
(Hutchins, 2004). Atualmente, esta espécie conta com mais de 100 variedades e continua a
ser das mais populares, ndo s6 como animal de companhia, mas também como animal de
producdo (carne e pélo) e enquanto espécie usada no diagndstico biolégico e em
experimentagcdo animal. Na clinica dos animais exoéticos, o coelho domeéstico ja é a terceira
escolha entre os titulares destes animais e é a espécie com maior nimero de consultas
(Mitchell and Tully, 2009).

A crescente preferéncia acarreta uma maior proximidade e frequéncia de contactos
dos titulares com esta espécie animal e, como tal, um maior risco de transmissao de
microrganismos entre si, alguns com potencial zoonético. De entre estas zoonoses, destaca-
se a encefalitozoonose, doenca abordada neste estudo.

Perante esta nova e dindmica realidade, é importante que o médico veterinario
conheca 0s agentes zoondticos mais frequentes e 0s seus hospedeiros, e tenha competéncias
para diagnosticar e tratar estes animais, avaliar e mitigar o risco zoon6tico, sensibilizando e

informando os titulares acerca das boas préaticas que devem tomar para prevenir a doenga.

2.2. Encephalitozoon cuniculi

2.2.1. Classificacao e estrutura celular

O parasita E. cuniculi faz parte do género Encephalitozoon, incluido no filo

Microsporidia.



Os microsporideos sao microrganismos unicelulares, intracelulares obrigatérios e
produtores de esporos (Didier et al., 2000; Keeble, 2011; Wasson and Peper, 2000).
Inicialmente, e dada a auséncia de mitocondrias, estes organismos eram considerados
eucariontes basicos, mas atualmente, sabemos que tém estruturas equivalentes a pequenas
mitocéndrias no organelo celular, os mitossomas. Através de analises filogenéticas e pelo
facto de os esporos possuirem alguns elementos caracteristicos de fungos, tem-se vindo a
acumular evidéncia cientifica de uma relacéo bastante préxima com os filos Microsporidia e
Fungi (Kiinzel and Fisher, 2018).

Estes parasitas tém um leque de hospedeiros muito diversificado, podendo afetar
desde invertebrados a todas as classes de vertebrados, incluindo a espécie humana (Keeble,
2011).

2.2.2. Ciclo de vida

Os organismos do género Encephalitozoon sdo monomérficos e possuem um nucleo
isolado em todos os estados do seu ciclo de vida.

O ciclo de vida é direto, desenvolve-se em 3 a 5 semanas e pode ser dividido em trés
fases: a fase proliferativa ou merogonia; a fase formadora de esporos ou esporogonia; a fase
infeciosa ou ambiental. As fases merogonica e esporogdnica ocorrem no interior da célula
hospedeira (Jordan et al., 2006; Weiss and Becnel, 2014).

Na fase proliferativa, a replica¢éo do parasita ocorre por divisdo binaria dentro de um
vacuolo parasitéforo, que o separa do plasma da célula hospedeira, e tem origem em
componentes lipidicos desta (Kinzel and Joachim, 2010; Didier et al., 2000). Nesta fase, o
parasita € composto por células estruturalmente simples, os merontes, que representam o
estado menos maduro, sendo tipicamente visualizados ligados a membrana do vacuolo ou
alinhados em cadeia junto a esta membrana (Kunzel and Fisher, 2018; Didier et al, 2000;
Weiss and Becnel, 2014).

A fase formadora de esporos/esporogonia comeca quando a membrana plasmatica
aumenta de espessura e componentes dos esporos, como o filamento polar e o reticulo
endoplasmético iniciam o seu desenvolvimento (Didier et al, 2000).

Os esporos maduros apresentam um tamanho compreendido entre 1,5 e 2,5 um. Na
sua constituicdo contém o filamento polar enrolado no esporoblasto. O filamento polar tem
como finalidade facilitar a entrada do material genético parasitario nas células hospedeiras.
Por sua vez, o esporoblasto é composto pelo nucleo, pelo vacuolo posterior e pelos
ribossomas, sendo delimitado por uma membrana plasmatica (Kiinzel and Fisher, 2018;
Kinzel and Joachim, 2010).



A libertacdo dos esporos no organismo é o resultado da resposta inflamatdria em curso
que promove a rutura da membrana do vacuolo parasitéforo e da célula hospedeira (Kiinzel
and Fisher, 2018; Didier et al, 2000; Weiss and Becnel, 2014).

2.2.3. Transmisséo e Fisiopatologia

Quando os esporos sdo libertados no espaco extracelular, inicia-se a fase
infeciosa/ambiental, que inclui a disseminacdo de esporos no meio ambiente e é potenciada
por fatores ambientais que promovem a germinacao (Weiss and Becnel, 2014).

Estes organismos séo relativamente resistentes a alteracfes ambientais, sobretudo
em condi¢cdes de temperatura amena e de baixa humidade, podendo persistir até seis
semanas no exterior, a uma temperatura de 22°C (Keeble, 2011; Kunzel and Fisher, 2018).

Os esporos de E. cuniculi sdo excretados nas fezes, no muco e na urina dos animais
infetados (Varga, 2014).

O parasita transmite-se de modo horizontal (vias digestiva e respiratoria) e de modo
vertical (via transplacentéria) (Kiinzel and Fisher, 2018).

Os hospedeiros suscetiveis tendem a infetar-se pela ingestdo de alimento ou agua
contaminados com urina de animais no periodo infecioso, que veicula os esporos.

Uma vez no interior do organismo do hospedeiro, 0s esporos invadem as células da
mucosa intestinal, onde se multiplicam. Esta invaséo celular pode recorrer a dois mecanismos:
(i) o desenrolar muito rapido do filamento polar com descarga de esporoplasma diretamente
no interior da célula hospedeira com formag&o do vacuolo parasitoforo; (i) através da
fagocitose do esporo pela célula hospedeira e captacdo do esporoplasma pelos fagossomas.

Apo6s a multiplicacdo, os esporos séo libertados no espaco extracelular devido a rutura
da membrana do vacuUolo parasitéforo e da célula hospedeira e sdo despoletados os
mecanismos de inflamag&o cronica e reagdes granulomatosas caracteristicos da doenca
(Varga, 2014; Kunzel and Fisher, 2018; Keeble, 2011).

No espaco extracelular, os esporos invadem o sistema reticuloendotelial e séo
transportados até aos principais 6rgaos-alvo, o figado, os rins e 0 sistema nervoso central
(SNC), mas também podem localizar-se no coragéo e nos pulmdes.

Numa fase de infecdo aguda, a replicacédo tem lugar no figado, rins e pulmdes. Nos
rins, ocorre no epitélio tubular, de onde sao posteriormente excretados na urina (Harcourt-
Brown, 2004; Varga, 2014; Keeble, 2011).

A medida que a infecéo progride, a replicacdo do parasita tende a acantonar-se no

rim, embora possa ocorrer também no SNC e no coragéo.



A excrecao urinaria ocorre sobretudo entre o 1° e 3° meses pos-infecao, tornando-se
intermitente apds esse periodo (Harcourt-Brown, 2004; Kiinzel and Fisher, 2018).

A infecdo pds-natal dos laparos pode ocorrer nas primeiras seis semanas de vida,
através da progenitora ou pelo contacto com outros animais infetados (Varga, 2014; Kiinzel
and Fisher, 2018).

Exosporo Disco de ancoragem

Filamento polar
Nucleo

&

_ N\ Filamento polar enrolado
’ no esporoblasto

Endosporo

Vacuolo posterior

Figura 1 - Vaculolo parasitéforo com
merontes alinhados na periferia (indicados pela
ponta de seta); organismos em diversos estados e

Figura 2 — Esquema do esporo de um
microsporideo. (Adaptado de Wasson and Peper,
2000)

esporos no centro do vacuolo (coloracdo Giemsa).
(Weiss and Becnel, 2014)

2.2.4. Hospedeiros suscetiveis

O vulgarmente designado como coelho europeu, Oryctolagus cuniculus, é o
hospedeiro preferencial do parasita Encephalitozoon cuniculi.

As taxas de seroprevaléncia de E. cuniculi em coelhos domésticos sédo elevadas,
apresentando valores compreendidos entre 37% e 68% (Khan and Didier, 2004; Kinzel and
Joachim, 2010). Além disso, sao também as microsporidioses mais diagnosticadas em
mamiferos ndo humanos (Kunzel and Fisher, 2018). E, embora muito menos frequente,
também ja foram reportados casos de infecdo em pacientes humanos com imunossupressao
(Snowden, 2004). A excecdo do coelho, na maior parte das espécies suscetiveis, as infecées
sdo sobretudo assintomaticas (Hill and Brown, 2011).

Laboratorialmente, foram identificadas e caracterizadas trés diferentes estirpes de
Encephalitozoon cuniculi:

- Estirpe | (“rabbit strain”), tipicamente associada ao coelho, mas também isolada em

roedores e em humanos na Europa (Kinzel and Fisher, 2018);



- Estirpe 1l (“rodent strain”), mais frequente em roedores, mas também descrita em
gatos e em raposas (Didier et al., 2000);

- Estirpe Il (“dog strain™), isolada no cdo doméstico e em pacientes humanos nos
Estados Unidos da América (Didier et al., 2000).

Em coelhos, apenas existe evidéncia cientifica de infecao pela estirpe I, embora se
admita que a espécie possa ser suscetivel a todas as outras estirpes (Kiinzel and Fisher,
2018).

Outras estirpes, ainda por classificar, foram isoladas em ratazanas, porcos da india,
hamsters, cavalos, vacas e em primatas ndo-humanos (Kinzel and Joachim, 2010). Em
humanos, foi identificado um novo gendtipo, num paciente que desenvolveu infecdo

generalizada ap0s receber transplante renal (Talabani et al., 2010).

2.3. Encefalitozoonose

A encefalitozoonose foi descrita pela primeira vez por Wright e Craighead (1922) em
coelhos de laboratorio com paralisia, mas so recentemente foi reconhecida como uma doenga
do coelho doméstico (Keeble, 2011).

A frequéncia de casos de encefalitozoonose em coelhos observados na prética clinica
tem aumentado, seja por disseminacdo da doenca, seja porque a comunidade médico-
veterinaria estd mais alerta para a doenca. Em 2015, mais de 50% dos animais de uma
amostra de coelhos, investigada no Reino Unido, foram seropositivos para E. cuniculi (Buseth
and Saunders, 2015). Morera and Molina (2012) identificaram uma seroprevaléncia de infecdo
por E. cuniculi de 45,5% em coelhos assintomaticos em Barcelona.

Conjetura-se que a maior parte dos animais positivos contactem com 0 parasita in
utero ou numa fase inicial da vida (Buseth and Saunders, 2015).

De modo geral, a seroprevaléncia em coelhos domésticos ronda os 30-70%, no
entanto, apenas cerca de 5% dos animais infetados desenvolvem sinais clinicos (Bradbury,
2018). Nos restantes animais, a encefalitozoonose manifesta-se de forma latente, podendo
os coelhos apresentar titulos elevados de anticorpos durante meses ou anos, sem exibirem
alteracdes clinicas. Os sinais clinicos e o estado de infecdo ativa podem surgir semanas ou
meses apoés a infe¢do, quando hd acumulag¢éo de uma grande carga parasitaria ou quando a
capacidade de resposta do sistema imunoloégico se encontra comprometida por
comorbilidades ou por envelhecimento (Kiinzel and Fisher, 2018; Hill and Brown, 2011; Kinzel
and Joachim, 2010).

Porém, todos os animais infetados devem ser considerados portadores porque
excretam, de forma intermitente, esporos na urina, e podem ser uma fonte de infegdo para

terceiros (Csokai et al, 2009a).
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Quando ha sinais clinicos, nem sempre é facil atribui-los a um episddio de
encefalitozoonose, devido a inespecificidade e variabilidade dos sinais clinicos.

Entre os sinais clinicos possiveis reportados, destacam-se alteracbes a nivel
neuroldégico, renal e ocular, que estdo geralmente associadas as lesdes granulomatosas
causadas pela presenca de parasitas nesses orgaos-alvo (Keeble, 2011; Khan and Didier,
2004).

Em conclusao, o diagndstico de encefalitozoonose em vida é complexo, mas pode ser
obtido pelo recurso a varios métodos de diagnostico em simultaneo, tais como o exame clinico
neurolégico e oftalmologico, e testes serolégicos. S6 deve excluir-se a hipotese de
encefalitozoonose quando o resultado dos testes seroldgicos for negativo (Kiinzel et al., 2008;
Buseth and Saunders, 2015).

2.3.1. Sinais clinicos e lesdes histopatoldgicas

O decurso clinico da encefalitozoonose afeta, sobretudo, o SNC, os rins e os olhos,
isoladamente ou em combinagdo, sendo reconhecidas trés apresentacdes clinicas:
neurolégica; ocular; renal (Harcourt-Brown, 2004; Cray et al., 2015).

A manifestacdo clinica mais frequente é a doenca vestibular, associada a alteraces
do foro neuroldgico. A manifestacao clinica ocular ocorre, principalmente, em coelhos jovens
infetados in utero. A manifestacgédo clinica renal tende a ser subclinica, com implicacbes como
azotémia, desidratacdo ou anemia (Varga, 2014; Keeble, 2011).

De um modo geral, os animais infetados revelam perda de peso e podem apresentar
ileo paralitico. A doenca pode culminar na morte, devido a falhas a nivel cardiaco e/ou renal

ou a meningoencefalite (Keeble, 2011; Girling, 2013).

2.3.1.1. Manifestacdes neuroldgicas

As manifestacdes neurolégicas sdo muito frequentes nos coelhos com
encefalitozoonose e podem desenvolver-se em animais de qualquer idade (Harcourt-Brown,
2004).

A sindrome de disfuncéo vestibular é a mais reportada, variando bastante no grau de
gravidade. Os sinais clinicos desta sindrome s&o: inclinacdo da cabeca (“head tilt"); ataxia;
nistagmo; fraqueza dos membros posteriores; andamento em circulos (“circling”); e, rotacao
sobre simesmo (“rolling”). Nos casos menos graves pode haver apenas uma ligeira inclinacdo
da cabeca, enquanto nos casos graves o animal ndo consegue manter-se equilibrado quando

em estacao, rodopia sobre si mesmo ou apresenta-se num estado hemiparético, caraterizado



por perda parcial da movimentacdo e de sensibilidade de metade do corpo (direita ou
esquerda) (Harcourt-Brown, 2004; Kunzel and Fisher, 2018; Varga, 2014).

Muitas vezes, estes sinais neuroldgicos, principalmente o rodopiar sobre si mesmo,
exacerbam-se apdés um momento de stress ou durante a manipulacdo do animal. Foi
demonstrado que 72 horas antes de exibirem sinais do foro vestibular, 60% dos coelhos
confrontaram-se com alteracfes stressantes do meio ambiente (Kiinzel and Fisher, 2018).

A maioria dos animais com disfuncao vestibular, ndo exibe outros sinais clinicos e,
mesmo em casos de inclinacdo da cabeca grave, o apetite e a capacidade de preenséo de
alimento podem estar normais (Harcourt-Brown, 2004; Varga, 2014).

Outras manifestacdes clinicas descritas do foro neurolégico sdo o colapso, a
incontinéncia urinéria e convulsdes.

A incontinéncia urinéria pode, ou ndo, ser acompanhada por polidria e polidipsia. Ainda
esta por esclarecer se a polidria e a polidipsia sdo consequéncia das les6es a nivel do SNC,
provocando alteragdes comportamentais, ou se estao relacionadas com lesdes renais.

Também podem estar presentes perda de audicdo e tonturas em coelhos
seropositivos, sendo que as tonturas podem resultar quer de lesbes cerebrais quer de
transtornos na circulagdo sanguinea causados por mineralizagéo da parede da aorta, como
consequéncia da insuficiéncia renal crénica (Buseth and Saunders, 2015; Varga, 2014;
Harcourt-Brown, 2014).

De modo geral, os sinais neurolégicos enunciados resultam das lesbes
granulomatosas localizadas no cérebro e na medula espinhal, e desenvolvem-se
rapidamente, na consequéncia da lise neuronal que liberta o parasita para os tecidos
adjacentes (Varga, 2014).

Um estudo realizado por Csokai et al. (2009a) concluiu que a maioria das alteracfes
histopatoldgicas se localizam no cérebro (97,5%), seguido das leptomeninges (95,0%) e do
tronco cerebral (77,5%). Predominaram as infiltragdes inflamatdrias perivasculares (92,5%) e

as lesbes granulomatosas (77,5%).



Figura 3 — Coelho com inclinagé@o da cabega de Figura 4 — Coelho com inclinag&o da cabeca
grau moderado. (Varga, 2014) grave e “rolling”. (Varga, 2014)

2.3.1.2. Manifestacdes renais

A doenca renal em coelhos com encefalitozoonose, tende a induzir sinais clinicos
inespecificos, como inapeténcia, perda de peso, politria, polidipsia e anemia.

A insuficiéncia renal é geralmente de baixo grau com alteracdes ligeiras nos niveis de
ureia e de creatinina séricos e possivel hipofosfatémia, no entanto, é progressiva e
irreversivel. (Varga, 2014; Buseth and Saunders, 2015).

A reacdo do sistema imunoldgico a presenca do parasita conduz a formagéo de lesbes
granulomatosas, acompanhadas de areas fibréticas, que aparentam pequenas perfuragées
na superficie renal. Estas lesdes granulomatosas sdo observadas no exame post mortem e,

por vezes, na TAC.

Figura 5 — Rim com superficie irregular e pontilhada devido a infecdo por Encephalitozoon cuniculi.
(Kunzel and Fisher, 2018)

Histologicamente, observam-se varios graus de nefrite intersticial granulomatosa e,

por vezes, € possivel visualizar o parasita e/ou esporos no interior das células epiteliais, nos

macrofagos, nos focos inflamatérios e, ainda, livremente e em circulagao nos tabulos coletores
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renais. Nos estados mais avancados de fibrose intersticial, ndo é possivel observar o parasita
(Varga, 2014).

Num estudo de Csokai et al. (2009a), as alteracdes histoldgicas observadas estavam
associadas a processos cronicos (89,6%). Apenas 10,4% e 12,5% dos animais investigados

apresentavam, respetivamente, nefrite intersticial aguda ou granulomas no parénquima renal.

2.3.1.3. Manifestacdes oculares

A encefalitozoonose causa a catarata mais frequente na pratica clinica em coelhos.
Nalguns casos, a catarata acompanha-se de uveite induzida pela lente, que é considerada
por Williams (2012) um sinal patognomaonico da doenca.

A uveite induzida pela lente consiste, tipicamente, numa massa circular ou ovoide de
aspeto esbranquicado, presente na superficie da iris (Figura 6). Porém, devido a

neovascularizagdo, pode assumir uma coloragdo avermelhada ou rosa (Figura 7).

Figura 6 — Uveite facoclastica com massa Figura 7 — Uveite facoclastica com massa
inflamatéria esbranquicada caracteristica. (Williams, inflamatdria hiperémica e catarata focal na capsula
2012) anterior. (Williams, 2012)

Esta condicdo é mais frequente em coelhos jovens, infetados in utero. Durante a
gestacao, a lente apresenta uma fina capsula e é altamente vascularizada, o que permite ao
parasita instalar-se no seu interior, de onde mais tarde migra, causando opacificacdo seguida
de rutura da cépsula anterior. Isto provoca a libertacdo de conteddo na cAmara anterior, com
consequente reacao inflamatéria e desenvolvimento da uveite induzida pela lente. Os olhos
afetados apresentam-se hipotonicos e com pressao intraocular reduzida em relacdo ao olho
contralateral (Giordano et al., 2005; Williams, 2012).

As manifestacdes oculares sao geralmente unilaterais no coelho e podem levar a
perda de visdo. Alteracoes bilaterais sdo mais frequentes no gato (Williams, 2012; Buseth and
Saunders, 2015; Kiunzel and Fisher, 2018).

11



Recorrendo a técnicas histolégicas, é possivel visualizar neutréfilos no cértex da lente,
rodeados por um anel de tecido fibroso composto por linfocitos e por células plasmaticas e,
ainda, os parasitas na fracao liquefeita do cortex (Varga, 2014).

Segundo Kiinzel and Fisher (2018), os animais que apresentam lesdes oculares de

encefalitozoonose, raramente manifestam alterac6es noutros 6érgaos ou sistemas.

2.3.2. Resposta imunoldgica

A resposta imunitaria & infe¢éo por E. cuniculi é rdpida, devido a presenca do parasita
na corrente sanguinea. Caracteriza-se por titulos de anticorpos elevados e persistentes, dada
a natureza cronica da infecéo (Varga, 2014; Kinzel and Joachim, 2010).

Infegcbes experimentais realizadas em coelhos de laboratorio, revelaram que a
producéo de anticorpos ocorre 14 a 28 dias apos a infe¢do, atingido um pico ao 63° dia, com
inicio da excrecdo do parasita as 6 semanas (Varga, 2014).

A resposta imunitaria humoral é caracterizada pela producéo inicial de IgM, seguida
pela producdo de IgG, que se tornam predominantes a partir do 17° dia pés-infecdo. Nesta
fase da infe¢éo, os titulos de IgM comegam a decrescer, atingindo niveis residuais ao 35° dia
pés-infecéo (Jeklova et al., 2010).

Também experimentalmente, determinou-se que as IgG sao produzidas mais
rapidamente quando a inoculagao do parasita € intravenosa, intraperitoneal ou intracerebral,
sendo possivel deteta-las uma semana depois através de testes serolégicos. Quando a
inoculagéo é subcutanea, a detecao de IgG € possivel cerca de 2 semanas depois e s6 apos
3 semanas por via oral.

Os titulos de IgG aumentam até ser atingido o pico, 2 a 3 meses apés a infecdo
experimental. Depois, os titulos de IgG mantém-se em plateau e, caso 0 animal permaneca
infetado cronicamente, continuam elevados, mas ndo aumentam, o que sugere um certo nivel
de imunorregulacdo (Khan and Didier, 2004). Harcourt-Brown (2004) reportou um caso de
persisténcia de IgG com titulos a manterem-se no pico ao longo de 400 dias pos-infecéo.

Uma vez produzidos anticorpos especificos face a infecdo por E. cuniculi, a sua
presenga no organismo do animal é perpétua, mas tal ndo impede uma reinfecéo ou a ativagao
da infecdo existente. Devendo enfatizar-se que a presenca de anticorpos ndo confirma
encefalitozoonose, mas sim exposi¢do prévia ao agente (Keeble, 2011; Varga, 2014; La'Toya
et al., 2014).

Em coelhos recém-nascidos, filhos de méaes seropositivas, ha transmissdo de
anticorpos maternos que persistem nas primeiras 2 a 4 semanas de vida. Posteriormente, 0os

animais comegam a desenvolver IgG especificas como resposta a infecdo natural por E.
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cuniculi, entre as 8 e as 14 semanas de vida (Khan and Didier, 2004; Varga, 2014; Santaniello
et al., 2009).

Em animais imunologicamente imaturos ou comprometidos, a resposta imunitaria é
muito variavel, dependendo sobretudo da competéncia do sistema imunitario no momento da
infecdo (Khan and Didier, 2004).

Embora a resposta humoral seja a mais estudada, também a resposta imunitéria
celular tem vindo a ser investigada, e a revelar-se mais eficaz no combate a infecao por este
parasita (Valencakova and Halanova, 2012).

Em estudos realizados em murganhos, foram reunidas evidéncias de que murganhos
atimicos ou com défice de resposta mediada por linfocitos T (principalmente CD8*),
sucumbem a infecao por E. cuniculi e a outras microsporidioses (Didier et al., 2000).

Os linfécitos CD8" e CD4* sdo cruciais na eliminagdo do parasita nos animais
infetados, diminuindo a letalidade da doenca. Estas células promovem a produgédo de
interleucinas (IL-10, IL-12, etc.) e de outros fatores pré-inflamatérios, como a citocina
interferdo-gama (INF-y), que também desempenha um papel importante na resposta
imunitaria face a infecdo parasitaria. O processo desencadeado promove a fagocitose dos
esporos pelos macréfagos e o recrutamento de mais células inflamatérias, como os
mondacitos, de modo a auxiliar o organismo no combate a infecao (Kiinzel and Joachim, 2009;
Didier et al., 2000; Valencakova and Halanova, 2012).

2.3.3. Diagnoésticos diferenciais

No coelho, o principal diagnéstico diferencial de infe¢do por E. cuniculi € a otite
média/interna que, tal como a encefalitozoonose, causa sinais clinicos vestibulares,
apresentando os animais muito frequentemente inclinagcao da cabeca.

A etiologia mais frequente da otite é a infe¢@o por Pasteurella multocida, que ascende
da cavidade nasal através da trompa de Eustaquio. Nalguns casos, o diagndstico clinico
diferencial pode ser feito com base no tipo de apresentacdo da disfungéo vestibular (Kiinzel
and Joachim, 2010; Harcourt-Brown, 2004). Nos casos de pasteurelose, surgem sinais
clinicos de doenca do trato respiratério, como corrimento nasal, espirros, estridor e
pneumonia. A pasteurelose, e outras doencas respiratérias, sdo mais frequentes em coelhos
mantidos em coldnias para fins produtivos.

A encefalitozoonose esta associada a doenca vestibular central, enquanto na otite
média/interna se observa um quadro de doenca vestibular periférica. Alteracbes vestibulares
centrais podem incluir lesédo a nivel dos nervos cranianos (principalmente o nervo facial),

alteracdo do estado mental e défices de reacdo postural (Kiinzel and Fisher, 2018; Varga,
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2014). Nos coelhos domésticos, a encefalitozoonose é a principal causa de disfuncao
vestibular (Kinzel and Joachim, 2010; Harcourt-Brown, 2004). Considerando a dificuldade
que pode existir em distinguir um episodio de encefalitozoonose de uma otite média/interna
quando os sinais clinicos séo inespecificos, mas os animais apresentam disfuncao vestibular,
alguns autores defendem que estes animais devem ser medicados para ambas as afecfes
(Buseth and Saunders, 2015).

Quando existam altera¢des neuroldgicas, outros diagndésticos diferenciais devem ser
investigados além de encefalitozoonose, como meningoencefalite bacteriana, infecdes
parasitérias (larva migrante cerebral de alguns nematodes e Toxoplasma gondii) e lesbes da
coluna vertebral (traumatismos, fraturas, subluxacoes, espondilose e doenca degenerativa do
disco) (Kinzel and Joachim, 2009; Harcourt-Brown, 2004).

Como mencionado anteriormente, a manifestacdo ocular mais frequente na
encefalitozoonose é a uveite facoclastica. Todavia, também podem ocorrer casos de uveite
bacteriana, na sequéncia de infecbes por Pasteurella multocida ou por Staphylococcus sp.,
ou de queratites graves devidas a trauma ou lesdo por corpos estranhos penetrantes
(Harcourt-Brown and Chitty, 2013; Kinzel and Joachim, 2010).

Relativamente & manifestacdo renal de encefalitozoonose, o principal diagnostico
diferencial é com a nefrolitiase, apesar de também poder ocorrer urolitiase, atrofia ou
hipoplasia renal (Kiinzel and Joachim, 2009; Csokai et al., 2009a).

A tabela 5 (Anexo 1) resume os sinais clinicos de encefalitozoonose mais frequentes

no coelho, respetivos diagndsticos diferenciais e os meios complementares de diagndstico.

2.3.4. Métodos de diagndstico laboratorial

Apesar de estar disponivel uma grande variedade de exames laboratoriais, nenhum
providencia um diagnéstico definitivo. Estas limitacdes resultam, principalmente, da
variabilidade individual da resposta a infecao e da excregéo intermitente de esporos. A maioria
dos coelhos desenvolvem infe¢Bes cronicas, apresentando titulos elevados de IgG anti-E.
cuniculi mesmo quando assintométicas (Keeble, 2011; Cray et al., 2015).

Um plano de diagnostico deve incluir, idealmente, a realizacdo de exame fisico
completo (incluindo exame neurolégico e oftalmolégico), hemograma, parametros
bioquimicos e provas seroldgicas, exames imagiologicos (radiografia, TAC ou ressonancia
magnética) e urianalise (Kiinzel and Fisher, 2018; Varga, 2014; Harcourt-Brown, 2004).

Na maior parte das vezes, devido a restricbes econémicas dos titulares, néo é possivel
realizar todos os exames complementares desejados. Consequentemente, o diagndstico é
guase sempre presuntivo, e obtido através da interpretacdo dos sinais clinicos, do resultado

positivo nos exames seroldgicos e da excluséo dos principais diagnésticos diferenciais.
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O diagnostico definitivo de encefalitozoonose é feito pela demonstracdo do parasita
em amostras bioldgicas (Keeble, 2011; Kiinzel and Joachim, 2010; Harcourt-Brown, 2004).

Para complicar o estabelecimento de um diagnéstico definitivo de encefalitozoonose,
muitas vezes ha comorbilidades, como doenca dentaria adquirida e infecdo do trato
respiratorio, que podem induzir imunossupressao e influenciam a resposta a terapéutica e o
prognéstico. Estas afecdes devem ser diagnosticadas e tratadas, sempre que possivel
(Keeble, 2011).

2.3.4.1. Exames serologicos

Os testes sorologicos sdo muito Uteis no diagnostico de infe¢des por E. cuniculi.
Embora resultados seropositivos apenas confirmem uma exposi¢ao prévia ao agente e ndo a
ocorréncia de encefalitozoonose, o0s resultados seronegativos podem permitir a exclusédo de
infecdo por E. cuniculi da lista de diagnésticos diferenciais de um caso suspeito. Resultados
falsos-negativos sdo raros em animais com sinais clinicos (Kuinzel and Fisher, 2018; Cray et
al., 2015; Varga, 2014).

Sao varios os testes disponiveis: imunoensaio de carbono (CIA, do inglés “Carbon
imunoassay”); imunofluorescéncia indireta (IFI, do inglés “Indirect fluorescence antibody test”);
e, ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés “Enzyme-linked immunosorbent assay”). Os dois
ultimos testes s@o os mais utilizados e apresentam uma boa correlagdo (Kiinzel and Joachim,
2010 Kinzel and Fisher, 2018).

Desoubeaux et al. (2017) desenvolveram um Western blot para dete¢c&o de anticorpos
anti- E. cuniculi no soro sanguineo. Este método tem uma sensibilidade para detecéo de IgG
e IgM superior a da IFl e da ELISA e a especificidade também € elevada (88,4 versus 76,1%
para a detecdo de IgG e 84,3 versus 70,4% para a detecdo de IgM). Porém, o Western blot
(WB) é moroso e mais dispendioso, ndo sendo a escolha ideal para aplicar numa rotina diaria

como auxiliar ao diagnostico de infegdo por este parasita.

Tabela 1 — Valores de sensibilidade e especificidade dos testes seroldgicos mais utilizados no diagnéstico de

encefalitozoonose (Adaptado de Boot et al, 2000; Desoubeaux et al., 2017; Cray et al., 2019).

WB IgG WB IgM IFI IgM IFllgG  ELISA IgG  ELISA IgM
Sensibilidade  81,9-96,2% 76,7-93,1% 98,0-100% 69,0-94,0% 63,0-90,0% 11,0-40,0%
Especificidade 85,9-97,6% 75,6-91,4% 98,0-100%  91,0-100% 91,0-100%  91,0-100%

A interpretacao dos resultados seropositivos nos testes serolégicos permite, nao so,
confirmar a exposi¢do ao parasita, como diferenciar o estado da infe¢éo (ativa/aguda versus

cronica/latente). Se for detetado um aumento apenas dos titulos das IgM, é indicativo de que
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a infecdo é aguda e recente. Quando ha, simultaneamente, aumento dos titulos das IgM e
das IgG, a infecdo esta ativa, mas nao € possivel distinguir se se trata de uma infecéo recente,
uma agudizacao de uma infecdo crénica ou uma reinfecéo. A presenca de titulos elevados de
IgG, é indicativa de uma infecdo crénica ou latente. O titulo de IgG pode permanecer
aumentado durante periodos longos e a flutuacdo do titulo varia de animal para animal
(Jeklova et al., 2010; Varga, 2014).

Pensa-se que a resposta imunitaria seja diretamente proporcional a carga parasitaria.
Quanto maior 0 nimero de esporos no organismo, mais altos seréo os titulos de anticorpos.
No entanto, segundo Keeble (2011) e Harcourt-Brown (2004), a gravidade dos sinais clinicos
e das lesbes histopatoldgicas encontradas no post mortem ndo esta correlacionada com o

aumento do titulo de anticorpos circulantes.

2.3.4.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés

“Polimerase Chain Reaction”)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pode ser realizada em amostras de urina,
fezes, liquido cefalorraquidiano (LCR) ou material liquefeito da lente.

Este método baseia-se na dete¢cédo de ADN parasitario. No entanto, varias equipas de
investigadores demonstraram que a presenca de ADN nos fluidos corporais ndo se
correlaciona com os sinais clinicos de doenca e pode ser negativa em animais sintomaticos
(Csokai et al., 2009b; Kiinzel and Fisher, 2018).

Na urina, a excre¢cdo de esporos € intermitente, pelo que um resultado de PCR
negativo ndo exclui a infecdo por E. cuniculi da lista de diagnosticos diferenciais e serd mais
frequente em coelhos com infecdo cronica e sintomatologia neurolégica. Um resultado de
PCR positivo confirma uma infecdo recente e € mais provavel em coelhos com doencga renal
concomitante. Keeble (2011), recomenda a recolha de urina durante um periodo de trés dias
consecutivos, de modo a maximizar a probabilidade de obter um resultado positivo.

O LCR tem pouca utilidade como amostra biolégica para PCR devido a baixa
sensibilidade e ndo deve ser utilizado, tal como a urina, em coelhos com sintomatologia
neuroldgica ou niveis de creatinina aumentados (Kiinzel and Fisher, 2018; Csokai et al.,
2009b). Na pratica, a PCR tem uma boa capacidade de detecdo do ADN parasitario quando
a amostra biolégica é material liquefeito da lente ou de massa intraocular, recolhido durante

a facoemulsificagdo em coelhos com uveite facoclastica (Csokai et al., 2009b; Varga, 2014).
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2.3.4.3. Proteinograma

A avaliacdo das proteinas séricas através da eletroforese de proteinas tem vindo a ser
descrita por alguns autores como um método auxiliar no diagnéstico de infegéo por E. cuniculi
em coelhos (Cray et al., 2013).

O racio albumina/globulina (racio A/G) é um parametro Util para determinar em coelhos
suspeitos de encefalitozoonose. Tendencialmente, os animais infetados apresentam valores
de racio A/G menores do que animais saudaveis. A albumina é uma proteina de fase aguda
negativa, o que ndo corrobora tal resultado. No entanto, esta discordancia pode ser justificada
pelo facto de a infecdo por E. cuniculi apresentar caracteristicas de doenca inflamatoria
cronica, mesmo quando aparenta ser, clinicamente, um processo agudo. Por sua vez, o nivel
de gamaglobulinas nestes animais estd aumentado, principalmente em casos de infecao ativa,
e o nivel de betaglobulina ndo tende a sofrer altera¢cdes em relacdo aos valores fisiolégicos
(Cray et al., 2013; Rich, 2010).

A analise das proteinas de fase aguda também tem sido usada no diagnéstico desta
doenca. Sdo quantificadas a haptoglobina, a amiloide sérica A e a proteina C-reativa (CRP,
do inglés “C-Reactive protein”) (Cray et al., 2013). Embora ndo seja especifica, a CRP pode
revelar a presenca de um processo inflamatorio 24 horas apés um estimulo agressor.
Segundo um estudo realizado por Cray et al. (2015), o valor fisiolégico da CRP no coelho
doméstico situa-se no intervalo 0-20 mg/L, enquanto 0s animais suspeitos de
encefalitozoonose apresentam niveis aumentados de CRP que variam entre 2 e 230 mg/L.
Os niveis mais elevados foram diagnosticados em coelhos com sintomatologia clinica
multipla. Conclui-se que, em combinacdo com os resultados dos testes sorolégicos, um
aumento da CRP potencia a especificidade destes testes na detecéo de infecdo por E. cuniculi
(Kinzel and Fisher, 2018).

A realizacdo deste tipo de andlises durante e/ou no final do protocolo terapéutico
permite avaliar a progresséo da doenga e a resposta ao tratamento, auxiliando o clinico na
decisdo da descontinuacdo da terapéutica e indicando se houve resolu¢do do caso (Rich,
2010).

2.3.4.4. Hematologia e analises bioquimicas
De um modo geral, ndo ha alteracdes hematoldgicas diretamente relacionadas com a

infecao por E. cuniculi. Os parametros que poderao estar alterados nas analises bioquimicas

devem-se a insuficiéncia renal que pode, ou ndo, estar presente (Varga, 2014).
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2.3.4.5. Outros meios auxiliares de diagndéstico

S&o varios 0s meios auxiliares ao diagndstico de infecdo por E. cuniculi descritos na
literatura. A maioria tem sido aplicada em coelhos de laboratério e ndo sdo utilizados na
pratica clinica.

- Testes intradérmicos: apresentam baixa sensibilidade e, atualmente, ja ndo sao
utilizados;

- Detecdo de esporos em amostras de urina: requer o uso de corantes especificos
que, quando aplicados ao sedimento urindrio, coram 0s esporos, permitindo a sua
visualizagdo ao microscépio 6tico. E um método alternativo & PCR, por ser mais rapido e
econémico. No entanto, a sua sensibilidade é bastante menor, ndo permitindo diferenciar as
espécies de microsporideos. Um resultado negativo neste teste ndo exclui a infecéo por E.
cuniculi dos diagndsticos diferenciais (Kunzel and Joachim, 2010).

- Andlise do LCR: demonstrou-se, experimentalmente, que modificagdes no LCR
podem ser sugestivas de infe¢é@o por E. cuniculi (Kiinzel and Fisher, 2018). Coelhos infetados
tém niveis aumentados de proteinas e pleocitose linfomonocitica. Porém, tais alteragdes estao
igualmente presentes noutras infecdes e doengas inflamatorias imunomediadas a nivel
cerebral. O risco associado a colheita do LCR e a incapacidade de obter um diagnéstico
quando este método é utilizado isoladamente, faz com que ndo seja 0 mais apropriado para
um diagnéstico in vivo.

- Bibpsia renal através de laparoscopia, para analise histopatoldgica: € um método em
desenvolvimento, que podera proporcionar um diagnéstico definitivo de infecéo por E. cuniculi,
em coelhos com doenca renal, a partir das 9 semanas poés-infecéo (Kinzel and Fisher, 2018;
Keeble, 2011; Harcourt-Brown, 2004).

- Racio proteina/creatinina urinarias (UPC): € uma ferramenta Util para decisdo sobre
0 prognéstico e avaliagdo da progressao da doencga, principalmente em coelhos infetados por
E. cuniculi com manifestacdes do foro renal. As altera¢cdes encontradas sdo caracteristicas

de lesao renal (proteindria persistente e presenca de sedimento inativo) (Reusch et al., 2009).

2.3.4.6. Necropsia e diagndéstico post mortem

O diagnostico post mortem baseia-se, principalmente, na avaliacdo das alteracdes
histopatoldgicas dos 6rgéos-alvo, cérebro e rins. Este método é o que tem maior sensibilidade
e o Unico que permite um diagndstico definitivo de infecao por E. cuniculi, quando é possivel

a identificacao do parasita.
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Ao microscopio, 0s esporos podem ser encontrados como estruturas intracelulares,
Gram-positivas, em forma de bastonete e refrateis. Para a sua detecdo usam-se coloracfes
como a Ziehl Neelsen (ZN) e a Acid-Fast-Trichrome (AFT). Segundo Csokai et al. (2009b), a
coloracdo ZN tem maior sensibilidade em comparacdo com a AFT. Este investigador refere
também que os melhores resultados sdo obtidos em amostras de cérebro. De facto, € mais
frequente que o0s esporos persistam e sejam encontrados no cérebro, uma vez que a
eliminacdo do parasita pelo rim é frequente (Keeble, 2011; Kiinzel and Joachim, 2010).

As lesbes histopatolégicas encontradas nestes 0Orgdos sao tipicamente nao
supurativas e granulomatosas, refletindo a nefrite intersticial cronica e a meningoencefalite
granulomatosa (Csokai et al., 2009a; Kiinzel and Joachim, 2010).

No exame post mortem, também é possivel identificar lesdes relacionadas com outros
diagnosticos diferenciais. Podem ser afe¢cdes concomitantes ou predisponentes da infecédo
por E. cuniculi, devido a imunossupressao que induzem. (Keeble, 2011; Harcourt-Brown,
2004).

2.3.5. Controlo e Prevencao

Embora ainda ndo sejam claros quais os fatores que predispdem a infecao por este
parasita, sabe-se que coelhos sujeitos a episodios de stress sdo mais suscetiveis.

Neste ambito, as caracteristicas do alojamento e as praticas de maneio do animal
devem ser avaliadas, principalmente se o coelho ja manifestou ou exibe sinais clinicos
compativeis com encefalitozoonose.

O bem-estar animal deve ser promovido através da instalacdo de um espaco
apropriado a sua locomocéao, de um ambiente adequado as caracteristicas e a expressao dos
comportamentos da espécie e da lavagem e desinfe¢cdo apropriada dos compartimentos e
acessorios (Bradbury, 2018; Kiinzel and Joachim, 2010).

Os esporos de E. cuniculi podem sobreviver nas superficies até 4 semanas a
temperatura ambiente e até 6 semanas no exterior, a uma temperatura de 22°C (Kinzel and
Fisher, 2018). Sao destruidos pela maior parte dos desinfetantes de uso comum (como por
exemplo, lixivia a 1% e etanol a 70%) e podem ser eliminados apdés uma exposi¢cao de 30
segundos a estes desinfetantes. De forma a mitigar o risco de contagio, as superficies devem
ser devidamente desinfetadas com estes produtos, com destaque para a desinfecdo das
marquesas dos centros de atendimento meédico-veterinario, no intervalo entre consultas.

Os esporos também podem ser eliminados por acdo da temperatura, fervura durante
5 minutos ou autoclavagem a 120°C durante 10 minutos (Kiinzel and Joachim, 2010; Keeble,
2011; Harcourt-Brown, 2004).
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Quando ha suspeita de infecdo, todos os animais devem ser testados
serologicamente. Os seropositivos devem ser separados e isolados para monitorizacao clinica
e tratamento. Todo o grupo deve ser retestado ao fim de 30 dias e os coelhos seropositivos
isolados, e assim sucessivamente, até controlo do surto. A entrada de novos coelhos
adquiridos, implica um periodo de quarentena prévio de 4 semanas no minimo, e a realizacao
de testes seroldgicos.

A nivel do alojamento, devem desinfetar-se, apds lavagem, todas as jaulas e
egquipamentos, e colocar os comedouros acima do solo e recorrer a bebedouros em garrafa,
para reduzir o risco de conspurcacdo com urina e fezes (Harcourt-Brown, 2004; Keeble, 2011).

O mais importante sdo as boas préticas de higiene, quer em coelhos que vivam em
grupo, quer em animais que vivam isoladamente e/ou que contactem com terceiros. Por parte
de médicos veterinarios e de tutores, devem ser utilizadas luvas e a lavagem das maos deve
ser imediata apOs contacto com animais seropositivos e/ou com 0s seus pertences, evitando
0 contacto direto com a urina (Weese & Fulford, 2010).

Atualmente, é recomendada a administracédo profilatica de fenbendazol que é eficaz

na protecdo dos coelhos contra a infegédo por E. cuniculi (Abu-Akkada and Oda, 2016).

2.3.6. Tratamento

Até a data, ndo existe nenhum protocolo terapéutico homologado para a
encefalitozoonose. Como tal, os protocolos em uso baseiam-se na experiéncia clinica
individual e em relatos sem evidéncia cientifica.

A estruturacdo de protocolo terapéutico na encefalitozoonose deve ter como base o0s
seguintes cinco objetivos: (1) inibicdo da proliferacdo dos esporos; (2) reducédo da resposta
inflamatoria; (3) reducdo do potencial de contaminagédo; (4) resolugdo de afecdes
concomitantes; (5) instituicdo de terapéutica de suporte.

A resposta ao tratamento € bastante variavel e 0 sucesso depende muito do estado da
infecdo. Os casos cronicos estao frequentemente associados a doenca neuroldgica, a menor
sucesso terapéutico e menor taxa de recuperagdo. Ainda assim, alguns animais conseguem
recuperar espontaneamente do estado de doenca sem gue seja necessaria a instituicao de

qualquer terapéutica (Varga, 2014; Kiunzel and Fisher, 2018; Keeble, 2011).
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2.3.6.1. Tratamento sintomatico

a) Abordagem geral

A instituicdo de terapéutica dirigida a encefalitozoonose é um processo complexo que
recorre a varios grupos de farmacos:

- Benzimidazdis: atuam por inibicdo dos microtibulos, prevenindo a extrusdo do
filamento polar e a invaséo das células-alvo pelo parasita. Dentro deste grupo, substancias
como o albendazol, o oxibendazol e o fenbendazol tém demonstrado eficacia contra a infecéo
por E. cuniculi (Keeble, 2011).

O uso de albendazol nos coelhos foi extrapolado da Medicina Humana para a prética
veterinaria. O albendazol interfere na polimerizacdo do parasita pela ligagdo as suas beta-
tubulinas, afetando o uso de glucose e dificultando a génese do seu citoesqueleto. No entanto,
a administracdo do albendazol resulta numa reducdo da carga parasitdria sem grande
influéncia no grau de infegcdo. Além disso, o albendazol causa alteragbes embriotoxicas e
teratogénicas nos coelhos, razéo pela qual o seu uso tem sido desaconselhado (Sieg et al.,
2012).

O fenbendazol tem boa capacidade de penetracédo da barreira hematoencefélica nos
animais infetados por E. cuniculi e é eficaz tanto na prevengéo como no tratamento da doenca.
Estudos laboratoriais comprovaram que o fenbendazol destréi os parasitas no cérebro e reduz
a manifestacao de sinais clinicos. Atualmente, o fenbendazol esté licenciado para uso em
coelhos na dose de 20 mg/kg, por via oral, durante 28 dias, embora a posologia possa ser
ajustada para valores compreendidos entre 5 e 20 mg/kg (Keeble, 2011; Sieg et al., 2012;
Kinzel and Fisher, 2018; Carpenter, 2018). Efeitos secundarios como necrose intestinal e
hipoplasia/aplasia medular tém sido relatados com o uso de benzimidazoéis em coelhos, pelo
que a sua aplicacdo deve respeitar rigorosamente as doses e o0s intervalos de tempo
recomendados e ser acompanhada de monitorizagéo dos parametros hematoldgicos (Kiinzel
and Fisher, 2018).

- Glucocorticéides: o seu uso esta indicado numa abordagem anti-inflamatéria, pois a

inflamacdo associada a rutura celular e a libertacdo dos esporos nos tecidos vizinhos pode
justificar grande parte das manifestacdes clinicas (Kiinzel and Fisher, 2018). Glucocorticoides
como a prednisolona ou a dexametasona tém capacidade de suprimir a resposta inflamatéria,
mas o seu uso deve ser limitado, pois induzem imunossupresséo a longo prazo. Em casos de
sintomatologia neurol6gica aguda, pode ser administrada uma dose Unica de dexametasona
(1-2 mg/kg). Se for necessario prolongar a sua utilizacdo, a dose deve ser reduzida para 0,2

mg/kg. Para além da acdo anti-inflamatéria, a dexametasona tem também efeito anti-
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edematoso (Sieg et al., 2012; Harcourt-Brown, 2004; Varga, 2014). Adversamente, os coelhos
podem ser sensiveis aos glucocorticoides, manifestando toxicidade hepética e a nivel da
glandula adrenal e dos érgaos linfoides (Sieg et al., 2012).

- Antibidticos: as fluoroquinolonas e as tetraciclinas tém acao inibitéria sobre o
crescimento dos microsporideos in vitro (Keeble, 2011; Kiinzel and Fisher, 2018). O seu uso
deve ser limitado ao tratamento de infe¢cdes bacterianas primarias ou secundarias e néo esta
recomendado em casos em que a otite tenha sido excluida dos diagnésticos diferenciais. As
tetraciclinas tém também potencial anti-inflamatério e anti-apoptético, pelo que o seu uso pode
estar indicado na abordagem terapéutica a inflamacéo do SNC (Sieg et al., 2012).

- Qutros farmacos menos utilizados: os antifingicos podem ser Gteis, uma vez que o

parasita apresenta caracteristicas comuns aos fungos. Estudos recentes e focados no
tratamento de pacientes humanos com infegcdo por E. cuniculi demonstraram que a polioxina
D e a nicomicina Z podem ser eficazes no combate & encefalitozoonose (Varga, 2014).
Também a citocina interferdo-gama tem sido aplicada no tratamento de pacientes humanos
com imunossupressdo (Varga, 2014). H& expetativas de que seja possivel fazer uma
extrapolacdo bem-sucedida destes protocolos para a pratica veterinaria em coelhos infetados

por E. cuniculi.

b) Abordagem a sintomatologia ocular

No tratamento da uveite facoclastica, esta recomendado o0 uso tépico de esteroides.

Williams (2012) sugere o uso de acetato de prednisolona, 3 vezes ao dia, através da
aplicacdo de uma gota no olho afetado, para controlo da inflamag&o. Outros farmacos que
podem ser utilizados com esse objetivo sdo o metilsulfonilmetano, solucao oftalmica a 15%
(aplicagéo topica, q12h) e doxiciclina monoidratada (2.5 mg/kg, PO, g12h). A administracédo
de dexametasona e tetraciclina sistémicas também pode estar indicada.

A facoemulsificacéo € a Unica solugdo permanente com sucesso. Esta cirurgia consiste
na remocéo do material da lente e dos parasitas. Em casos especificos, a enucleagdo pode

ser a derradeira alternativa (Carpenter, 2018; Felchle and Sigler, 2002; Keeble, 2011).

2.3.6.2. Terapéutica de suporte
Durante a fase aguda da doenca, e consoante o quadro clinico, podem ser necessarias

terapéuticas de suporte, principalmente em coelhos com sintomatologia neurolégica com

dificuldades de locomocéo e perda de equilibrio.
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E benéfico para estes animais que o bebedouro, o comedouro e o tabuleiro sanitario
sejam de facil acesso e de simples utilizacdo. Em casos em que o animal ndo consiga
alimentar-se ou beber agua autonomamente, deve ser instituida fluidoterapia e
suplementacdo nutricional (ex. Oxbow ® Critical Care).

Também merece especial atencdo o material utilizado nas camas, para animais com
dificuldades em permanecer em estacdo, que rodopiem sobre si mesmos ou que estejam
constantemente em decubito lateral, de forma a providenciar conforto e a diminuir a
probabilidade de feridas e lesdes. A estes animais podem ser facultadas toalhas e almofadas
para que se encostem e lhes permita adotar uma posi¢cdo mais confortavel ou a jaula podera
ter de ser almofadada, nos casos mais graves, de modo a prevenir traumatismos (Sieg et al.,
2012; Kunzel and Fisher, 2018; Buseth and Saunders, 2015).

Farmacologicamente, é sugerido o uso de benzodiazepinas como o diazepam (1-2
mg/kg, por via SC ou V) ou midazolam (0,5-2 mg/kg, por via SC ou IV) para controlo das
tonturas e da desorientacdo em coelhos com manifestagbes vestibulares agudas. Esses
animais podem também beneficiar de medicacdo comum ao tratamento de labirintite na
Medicina Humana, como a proclorperazina (0,2-0,5 mg/kg, PO, g8h) (Keeble, 2011; Harcourt-
Brown, 2004).

2.3.6.3. Tratamento profilatico

Como referido anteriormente, o fenbendazol pode prevevir a infecdo dos coelhos por
E. cuniculi. Assim, durante a quarentena dos coelhos adquiridos, pode ser aplicado um
tratamento profilatico, que consiste na sua administragdo numa dose de 20 mg/kg (PO, q24h)
durante 9 dias (Carpenter, 2018).

2.3.6.4. Terapias alternativas

A fisioterapia melhora a recuperacdo motora e sensorial de coelhos com sindrome de
disfuncdo vestibular. A sua aplicacdo consiste em auxiliar o animal a deslocar-se e na
realizacdo de exercicios promotores de manutencao da posicao de estacdo, que reduzam o
grau de inclinacdo da cabeca e que melhorem a capacidade de caminhar e correr (Kiinzel and
Fisher, 2018).

A hidroterapia pode ser tolerada por alguns coelhos e, a semelhanca da fisioterapia,
revela-se Util no processo de reabilitagdo, principalmente em animais com paresia dos

membros posteriores (Keeble, 2011).
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2.3.7. Progndstico e taxa de recuperacao

Da pesquisa bibliografica realizada conclui-se que, apds realizacdo de protocolo
terapéutico, a taxa de recuperacdo de coelhos com manifestacdo neurologica de
encefalitozoonose é superior a 50% (Kinzel et al., 2008; Sieg et al., 2012; Keeble, 2011;
Kinzel and Fisher, 2018; Varga, 2014).

No entanto, os protocolos utilizados s&o varidveis e os desenhos experimentais
conferem alguma incerteza na extrapolacéo dos resultados. Segundo Kiinzel et al. (2008), o
uso combinado de fenbendazol com oxitetraciclina ou enrofloxacina+dexametasona ou
prednisolona, resultou numa taxa de recuperacao de 54,0%. Sieg et al. (2012) recorreram a
um protocolo que incluiu o uso de fenbendazol+oxitetraciclina+dexametasona, tendo 84,6%
dos coelhos tratados sobrevivido até 6 meses apoés o episddio de doenca.

Nalguns animais, embora a medicagcdo promova a eliminacdo dos esporos do SNC,
nem sempre hé reversdo dos sinais clinicos e as manifestagdes neurolégicas como inclinagédo
da cabeca, podem persistir até ao fim da sua vida (Kinzel and Fisher, 2018).

O prognoéstico em coelhos com sintomatologia ocular tende a ser bastante bom. Ao
invés, a anemia em animais com sindrome de disfunc¢éo vestibular e a insuficiéncia renal
cronica sao indicadores de mau prognéstico (Keeble, 2011; Varga, 2014; Csokai et al., 2010).

Numa investigacdo levada a cabo por Pio (2018), foram avaliados fatores intrinsecos
e sinais clinicos com capacidade para influenciar o prognéstico dos animais seropositivos a
E. cuniculi. As seguintes caracteristicas foram identificadas como sendo desfavoraveis ao
prognostico: idade igual ou superior a 3 anos; apresentacao de quadro clinico renal; anorexia;

presenca de inclinacdo da cabeca marcada; paresia dos membros posteriores.

2.4. Potencial zoonético

Dezassete espécies incluidas no Filo Microsporidia, séo potencialmente zoondticas.

Esta demonstrado que os genétipos |, Il e Ill de E. cuniculi tém potencial zoonético. Os
mais isolados em pacientes humanos infetados sé&o o Il (“dog strain”) e o | (“rabbit strain”). O
gendtipo | € mais frequente em cidaddos europeus com coelhos de estimagdo (Snowden,
2004).

O aumento de casos de microsporidioses em pacientes humanaos ocorreu nos anos 80
do século XX, durante a pandemia da SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). Um
estudo realizado por Bergquist et al. (1984), quantificou em 33,0% a seroprevaléncia de
anticorpos anti- E. cuniculi numa amostra de suecos pertencentes a um grupo de risco de

infec&o por HIV. No entanto, o primeiro caso conhecido de infe¢&o por E. cuniculi em pacientes
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humanos, foi descrito por Matsubayashi et al. (1959), num jovem com sintomatologia
convulsiva.

Dada a natureza oportunista destes organismos, sdo mais suscetiveis os individuos
cujo sistema imunitario seja imaturo, como as criancas, ou que estejam em imunossupressao,
como pacientes infetados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sujeitos a
transplantes de 6rgdos e doentes oncologicos. Em turistas que viajaram no periodo pré-
infecdo e em pessoas que usam lentes de contacto também ja foram diagnosticadas
microsporidioses (Lobo et al., 2012; Weiss and Becnel, 2014; Didier et al., 2005). Alguns
estudos demonstraram que individuos imunocompetentes podem, igualmente, infetar-se mas
manter-se assintomaticos (Wesolowska et al., 2019).

A infecdo pode ocorrer por contacto direto, através de lesbes existentes na pele ou
nas mucosas, e por via sexual. Nalgumas espécies de primatas e noutros mamiferos, foram
relatados casos de transmisséo transplacental, mas essa via ainda nao foi descrita no Homem
(Kicia et al., 2019). A maioria das infe¢Bes resultam da ingestdo de agua e alimentos
conspurcados com esporos excretados na urina, fezes e secre¢des respiratorias de individuos
infetados. A infec&o por inalacdo de aerossois é rara. Neste ultimo cenario, o epitélio pulmonar
é invadido e desenvolvem-se infegBes respiratérias secundarias (Kicia et al., 2019;
Wesolowska et al., 2019).

O parasita tem sido isolado maioritariamente em recetores de transplante renal e em
pacientes com SIDA, principalmente quando a imunidade celular se encontra suprimida com
contagem de CD4* <50-100 células/ul sangue (Wesolowska et al., 2019).

Casos de doenca ocular relacionada com a infecdo por E. cuniculi estdo
documentados em pacientes com SIDA, assim como quadros de infe¢cdo dos seios nasais e
de encefalite (Weiss and Becnel, 2014).

Tal como ocorre na prética veterinaria, também na Medicina Humana o diagnéstico
das microsporidioses € complexo. O diagnostico definitivo depende da observagcédo do
filamento polar através da microscopia, mas a visualizagcdo dos esporos nem sempre se
verifica.

O desenvolvimento de métodos imunohistoquimicos para dete¢do de microsporideos
em amostras biolégicas, como urina, fezes, secrecdes respiratorias e bidpsias de tecidos, tem
sido um importante auxilio no diagnéstico laboratorial desta doenca. A sua aplicacdo permite
a detecao precoce da doenca, uma vez que a excrecao de esporos na urina pode ocorrer até
seis meses antes do aparecimento dos sinais clinicos (Wesolowska et al., 2019).

Os testes serolégicos fazem parte do plano de diagnéstico, no entanto, além de a sua
interpretacdo nem sempre ser clara, esta dificultada pela emergéncia de novas espécies de
microsporideos e pela variagdo da resposta imunitaria dos individuos suspeitos de infecédo
(Didier et al., 2005; Wesolowska et al., 2019).

25



z

A terapéutica nem sempre € necessaria, principalmente quando os pacientes séo
imunocompetentes e desenvolvem sinais clinicos ligeiros. Nesses casos, a cura clinica é
atingida nalgumas semanas. A dlvida que persiste é se a carga parasitaria desses pacientes
€ eliminada ou se desenvolvem infe¢des cronicas assintomaticas como os coelhos.

Quando clinicamente necessario, o protocolo terapéutico que se tem demonstrado
mais eficaz é a combinacdo de albendazol e fumagilina. O albendazol é considerado o
farmaco de eleicdo para microsporidioses com manifestacdes sistémicas, intestinais e
oculares. A fumagilina é um antibiético usado topicamente nas manifestacdes oculares de
encefalitozoonose, sendo altamente eficaz. Estes dois farmacos podem n&o ser totalmente
eficientes na eliminacéo parasitaria e na resolugéo da sintomatologia, pelo que a abordagem
terapéutica deve ser acompanhada pela recuperacdo do sistema imunitario do paciente (Kicia
et al., 2019; Didier et al., 2005).
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3. SEROPREVALENCIA DE E. CUNICULI NUM GRUPO DE 32 COELHOS DE
ESTIMACAO SINTOMATICOS

3.1. Objetivos do estudo
Este estudo teve trés objetivos:
1. Calcular a seroprevaléncia de E. cuniculi em coelhos presentes em consulta,
na Clinica Veterinaria Exotics, com suspeita clinica de encefalitozoonose;
2. Investigar a relagéo entre as apresentacgdes clinicas exibidas e a presenca de
infecéo, tal como o estado da infecao;
3. Calcular a probabilidade de obtencdo de um diagndstico de encefalitozoonose
em coelhos suspeitos, através de uma abordagem presuntiva, tendo como

base o0 exame clinico e a experiéncia de um médico veterinario especialista.

3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Fontes de dados

Os dados analisados neste estudo foram recolhidos, processados, validados e
compilados pela estagiaria, a partir do sistema informatico e das fichas clinicas dos arquivos
da Clinica Veterinaria Exotics, em Barcelona.

As variaveis recolhidas e analisadas foram: a anamnese; o exame fisico; e, os
resultados de provas analiticas e de outros meios complementares de diagnostico.

Periodo investigado: 26 de marco de 2019 a 14 de marc¢o de 2020.

3.2.2. Populacdo em estudo e critérios de inclusao

Para este estudo foram selecionados 32 coelhos, de diversas ragas, que cumpriam o
seguinte critério de inclusédo: sintomatologia compativel com encefalitozoonose e submisséo
ao teste de imunofluorescéncia indireta (IFl).

Com base nos sinais clinicos observados, os coelhos foram reunidos em 4 grupos:

1. Sinais neurol6gicos — Grupo SN (N=18);
2. Sinais oculares — Grupo SO (N=6);
3. Sinais renais — Grupo SR (N=2);
4. Sinais inespecificos — Grupo Sl (N=3).
Os restantes trés coelhos, foram incluidos em mais do que um grupo, porque exibiam

multiplos sinais clinicos.
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3.2.3. Procedimentos de diagndstico

Todos os coelhos foram sujeitos a um exame de estado geral detalhado. Nos casos
em que a sintomatologia assim o exigiu, a avalia¢éo fisica foi complementada com observagao
do canal auditivo externo e com exame neuroldgico e/ou oftalmoldgico.

Quase todos os coelhos incluidos no grupo SN (com sinais neuroldgicos)
apresentavam sindrome vestibular, caracterizada pelas seguintes alteracfes, enunciadas por
ordem decrescente de frequéncia: inclinacdo da cabeca; rodopiar sobre si mesmo; ataxia,
nistagmo bilateral; perda de equilibrio.

Relativamente aos sinais neurolégicos menos frequentes, documentamos a ocorréncia
de convuls@es, alteracbes posturais e paralisia facial.

No exame oftalmoldgico, a presenca de uveite facoclastica e/ou cataratas foram os
sinais clinicos mais frequentes que determinaram a inclusdo destes animais no grupo SO
(com sinais oculares). Alguns coelhos também exibiam conjuntivite e hifema.

Por sua vez, nos coelhos inseridos no grupo SR (com sinais renais), a sintomatologia
revelou-se menos consistente. A maior parte dos animais apresentava polilria e/ou
incontinéncia urinéria. Andria, apenas nalguns. Também constatdmos altera¢cdes como

desidratacdo e a presenca de sedimento na urina.

3.2.4. Recolha e processamento das amostras bioldgicas

Para realizagéo dos testes seroldgicos, foram recolhidas amostras de sangue.

Apos contengéo, realizou-se o garrote acima da zona do joelho e o local de puncéo da
veia safena foi desinfetado com alcool etilico a 70%. Sempre que necessario foi feita tricotomia
no local de puncao.

Recolheu-se cerca de 1mL de sangue que foi imediatamente colocado num tubo
esterilizado e centrifugado.

O plasma foi recolhido e armazenado a 4°C, durante um maximo de 24 horas, até ser
transportado por estafetas do laboratério onde foram realizados os testes seroldgicos

(Laboklin © — Laboratorio de Diagndstico Clinico Veterinario).

3.2.5. Método de detecdo de anticorpos utilizado

A imunofluorescéncia é um método laboratorial no qual anticorpos sé&o conjugados
com um composto fluorescente (fluordforo) para dete¢do de antigénios especificos ou de

outros anticorpos com o0s quais ocorre a ligacdo (Haraldsen and Wright, 2020).
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No presente estudo, o método de imunofluorescéncia foi a imunofluorescéncia indireta.
Os protocolos de imunofluorescéncia indireta envolvem a aplicacdo de duas categorias de
anticorpos, primarios e secundarios. O fluoréforo encontra-se conjugado com os anticorpos
secundarios.

Na testagem para encefalitozoonose, é utilizada uma preparacdo que contém
antigénios de E. cuniculi, & qual se adiciona o plasma do paciente apds diluicdo. Se o coelho
tiver anticorpos especificos (IgG e IgM), ha ligacdo aos antigénios e formam-se complexos
anticorpo-antigénio. Numa segunda fase, séo adicionados os anticorpos secundérios —
anticorpos anti-espécie — conjugados com o fluoroforo. Através da ligacdo destes aos
complexos anticorpo-antigénio, € possivel a sua visualizacdo por microscopia de
fluorescéncia, com base na cor fluorescente emitida (Joshi and Dihua, 2017; Haraldsen and

Wright, 2020).

Fluoroforo

Antigénio i Anticorpo primario

Figura 8 — Esquema: imunofluorescéncia indireta (Adaptado de Joshi and Dihua, 2017).

7

Este protocolo é realizado recorrendo a vérias diluicbes de plasma e o titulo de
anticorpos presente é determinado pela maior diluigdo em que é visualizada fluorescéncia.

As diluicdes utilizadas foram 1:80, 1:320, 1:640 e 1:1280, e o valor de cut-off definido
pelo Laboklin © foi 1:80. Amostras que n&o exibiram fluorescéncia na diluicdo de 1:80 foram
consideradas negativas, enquanto que as amostras cuja fluorescéncia foi observada em
diluigdes superiores a 1:80 foram consideradas positivas. Resultados “borderline”, com

fluorescéncia presente na diluicdo inicial de 1:80, foram considerados negativos neste estudo.
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3.2.6. Plano terapéutico

Aos coelhos seropositivos foi administrado fenbendazol (Panacur ®), na dose de 5
mg/kg, PO, g24h, durante 28 dias. Receberam ainda tratamento dirigido a restante
sintomatologia, comorbilidades e necessidades individuais.

3.2.7. Analise estatistica

Os dados recolhidos foram inseridos, validados, processados e analisados nos
programas informaticos Excel ® 2010 (Microsoft Office 365) e IBM SPSS Statistics ® v25.

Inicialmente, foi realizada uma analise exploratdria e estatistica descritiva, obtendo-se
frequéncias absolutas, médias, medianas e desvio padrao.

Para identificar associacdes estatisticas, foram utilizadas tabelas de contingéncia e o
teste de Qui-quadrado de Pearson. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

3.3. Resultados

3.3.1. Caracterizacao do grupo investigado
De modo a averiguar a sua influéncia na ocorréncia de infegéo por E. cuniculi, foram
documentados e analisados fatores intrinsecos de doencga dos animais em estudo. Os dados

recolhidos e apresentados sao relativos a: idade, sexo e raga.

3.3.1.1. Idade

Os coelhos tinham idades compreendidas entre 2 meses e 10 anos, apresentando
uma média etaria de 3 anos e 5 meses (N=32). A mediana e desvio-padrdo foram 3,0 e 2,7

anos, respetivamente.
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12
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Figura 9 — Distribuigao etaria dos coelhos investigados (N=32).

3.3.1.2. Sexo

Os machos foram o sexo mais representado (n=19; 59,4%) (Figura 10).

= Machos = Fémeas

Figura 10 — Distribuicao por sexo dos coelhos investigados (N=32).
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3.3.1.3. Raca

Os animais pertenciam a 7 ragas de coelho doméstico cuja distribuicdo esta resumida

na Tabela 2, de acordo com o resultado da imunofluorescéncia indireta.

Tabela 2 — Distribuicdo dos coelhos seropositivos e seronegativos consoante as ragas (N=32).

Belier Ando Mini Cabeca Angora Holandés Indeterminada TOTAL
Lop deleédo

Seropositivo 4 3 2 2 1 1 15 28
Seronegativo 1 0 0 1 0 0 2 4

Para avaliacao da associacao estatistica agruparam-se as ragas puras num grupo
e a raga indeterminada noutro. N&o foi encontrada evidéncia de associagao estatistica entre

a raca do coelho e a infe¢&o por E. cuniculi (p=0,893).

3.3.2. Seroprevaléncia

Os resultados das provas serolédgicas permitiram averiguar que apenas quatro (12,5%)
coelhos ndo apresentaram anticorpos anti-E. cuniculi.
Os restantes vinte e oito coelhos (87,5%) foram seropositivos a pesquisa de anticorpos

anti-E. cuniculi.

= Positivo = Negativo

Figura 11 — Distribuicéo dos coelhos investigados com base nos resultados das provas serolégicas
(N=28).
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3.3.3. Sinais Clinicos

A maioria dos animais examinados, apresentavam sinais clinicos neuroldgicos (n=18;
56,3%), seguida por sinais clinicos oculares (n=6; 18,8%). O grupo com sinais clinicos renais
foi constituido por apenas dois animais (6,3%). Trés coelhos (9,4%) exibiram sinais clinicos
inespecificos (Figura 12).

Houve ainda dois animais com sintomatologia renal e neurolégica em simultadneo

(6,3%) e um coelho com sinais clinicos oculares e neurolégicos (3,1%) (Figura 12).

= Neurolégica = Ocular = Renal = Inespecifica = Renal e Neurolégica = Ocular e Neurolégica

Figura 12 — Distribuicéo das apresentacdes clinicas (N=32).

3.3.4. Distribuicdo dos sinais clinicos consoante os resultados das

provas seroldgicas.

A distribuicdo dos sinais clinicos apresentados pelos coelhos seropositivos
assemelha-se a distribuicdo verificada no grupo geral e é sintetizada na Figura 13.

Por sua vez, os quatro animais (12,5%) que testaram seronegativos a pesquisa de
anticorpos anti-E. cuniculi, revelaram apenas duas apresentacdes clinicas: neurolégica (n=2;
50%); inespecifica (n=2; 50%).
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Figura 13 — Distribuicéo dos sinais clinicos nos coelhos seropositivos (N=28).

3.3.5. Estado da infecéo

3,6%
n=1

Oculares e
Neurolégicos

De acordo com a dindmica entre as imunoglobulinas detetadas, nomeadamente da

detecao de titulos elevados de IgG e auséncia de aumento de IgM na imunofluorescéncia

indireta, concluiu-se que 82,1% dos coelhos tinham infecdo cronica por E. cuniculi (n=23).

Identificamos apenas cinco (17,9%) casos de infe¢cdo aguda (Figura 14).

= Aguda = Cronica

Figura 14 — Estados de infe¢&o identificados (N=28).
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3.3.6. Distribuicdo dos animais seropositivos consoante 0 sexo

Dos 28 coelhos que apresentaram anticorpos anti-E. cuniculi, 17 (60,7%) eram machos
e 11 (39,3%) eram fémeas (Figura 15).

= Machos Fémeas

Figura 15 — Distribuicao por sexo dos coelhos seropositivos (N=28).

N&o foi encontrada evidéncia de associacdo estatistica entre a variavel sexo e a

seropositividade para E. cuniculi (p=0,167).

3.3.7. Distribuicdo dos sinais clinicos consoante o tipo de infecdo

No grupo dos coelhos com encefalitozoonose crénica, a apresentagdo clinica
neuroldgica foi a mais frequente (n=14; 60,9%), seguida por sinais oculares (n=4; 17,4%) e
renais (n=2; 8,7%). Dois (8,7%) animais tinham sintomatologia renal e neurolégica em
simultaneo e um (4,3%) coelho sinais clinicos inespecificos (Tabela 3).

Os casos de infecdo aguda enquadraram-se em apenas dois tipos de apresentacdes
clinicas, neurologica e ocular, com dois animais em cada grupo e somente num coelho as

alteracOes estavam presentes em simultaneo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Distribuicdo dos infetados agudos e crénicos consoante a sintomatologia (N=28).

Neurolégica | Ocular | Renal | Inespecifica | Renal e Ocular e TOTAL
Neuroldgica | Neuroldgica
Aguda 2 2 0 0 0 1 5
40% 40% 0% 0% 0% 20% 100%
Crénica | 14 4 2 1 2 0 23
60,9% 17,4% | 8,7% | 4,3% 8,7% 0% 100%
TOTAL 16 6 2 1 2 1 28
57,1% 21,4% | 7,1% 3,6% 7,1% 3,62% 100%

3.3.8. Distribuicéo etaria consoante o tipo de infecdo

Na Figura 16 constata-se que o grupo dos animais com infecdo aguda tinham uma

idade média ligeiramente inferior a do grupo com infecdo crénica, sendo de 3 anos e 2 meses

e 3 anos e 4 meses, respetivamente.

e o tipo de infe¢do por E. cuniculi (p=0,756).

Infe¢cdo Aguda

Figura 16 — Distribuicao etaria dos coelhos com infecéo aguda e infegdo crénica (N=28).
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Porém, néo foi encontrada evidéncia de associagdo estatistica entre a idade do coelho




3.4. Discussao

Tem-se acumulado evidéncia cientifica de que a infecdo por E. cuniculi ocorre numa
prevaléncia consideravel nas populacdes de coelhos domésticos, quer apresentem sinais
clinicos ou assintomaticas.

No presente estudo, 87,5% dos coelhos com sinais clinicos compativeis com
encefalitozoonose testaram positivo na imunofluorescéncia indireta para pesquisa de
anticorpos anti- E. cuniculi.

Num outro estudo, também realizado na Clinica Veterinaria Exotics, em Barcelona
(Espanha) e com recurso a IFl, mas tendo como objeto de estudo coelhos assintométicos, foi
revelado que 45,5% apresentavam infecéo por este parasita (Morera and Molina, 2012). Em
paises como a Suica, Austria, Italia e Reino Unido, a seroprevaléncia de E. cuniculi em
coelhos suspeitos, obtida através de diferentes métodos (IFI, CIA e ELISA), variou entre
66,7% e 84,7%. (Muller, 1998; Harcourt-Brown and Holloway, 2003; Kinzel et al., 2008;
Dipineto et al., 2008, Csokai et al., 2009b). De modo similar, um estudo realizado na Noruega
por Haraldsen and Wright (2020), mas em coelhos saudaveis sujeitos a provas de IFl, revelou
uma seroprevaléncia de 59,0%, o que deve ser motivo de preocupacdo, e reforca a
necessidade de se conjugarem esfor¢os e recursos na investigacao desta doenca.

A Tabela 4 compila dados sobre a seroprevaléncia da infecdo por E. cuniculi em

coelhos assintomaticos e sintomaticos em seis paises europeus.

Tabela 4 — Seroprevaléncia de infecdo por E. cuniculi em coelhos assintomaticos e sintomaticos.
(Traduzido e adaptado de Kiinzel and Joachim, 2010)

Pais Autor(es) Estado clinico Técnicas Total de Seroprevaléncia
utilizadas coelhos (%)
estudados

Noruega Haraldsen and Assintomaticos IFI 105 59,0
Wright (2020)

Portugal  Patricio (2014) Assintomaticos CIA 55 47,3

Austria Csokai et al. Sintomaticos IFI 33 69,7
(2009b)

Espanha Morera and Assintomaticos IFI 55 45,5
Molina (2012)

Italia Dipineto et al. Assintomaticos CIA, 47 68,1
(2008) Sintomaticos ELISA 78 66,7

Austria Kinzel et al. Assintomaticos IFI 54 37,0
(2008) Sintomaticos 184 78,3

Reino Harcourt-Brown Assintomaticos ELISA 38 36,8

Unido and Holloway Sintomaticos 87 69,0

(2003)
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No presente estudo, a maioria dos animais seropositivos exibia apresentacdes clinicas
neuroldgicas (67,8%), das quais a mais representada foi a sindrome vestibular, manifestando-
se frequentemente pela presenca de inclinacao da cabeca. Este resultado é concordante com
o reportado por Harcourt-Brown and Holloway (2003), Kinzel et al. (2008) e Dipineto et al.
(2008), que guantificaram a presenca de sinais clinicos neurologicos nos coelhos investigados
num intervalo compreendido entre 71,7% e 77,1%.

A segunda apresentacao clinica mais frequente foi a ocular. Em 18,9% dos animais
observou-se uveite facoclastica.

Apenas 7,1% dos coelhos seropositivos apresentavam alteracbes do foro renal
isoladas e com sintomatologia inconsistente. Observou-se incontinéncia urinaria em alguns
animais, mas como ja referimos, ndo foi possivel apurar se a incontinéncia urinaria era
consequéncia de lesdes a nivel do sistema urinario ou de lesBes neuroldgicas.

Uma propor¢do consideravel (14,3%) dos coelhos seropositivos apresentava
sintomatologia multipla ou inespecifica. A ocorréncia de varios quadros clinicos em simultaneo
também foi descrita por Harcourt-Brown and Holloway (2003) e por Kiinzel et al. (2008). Esta
multiplicidade de apresentages clinicas torna o diagnostico de encefalitozoonose ainda mais
desafiante e exige cuidados de saude redobrados, uma vez que a recuperagdo de um animal
com infecdo multisistémica é mais morosa e complicada.

N&o foram encontradas associacfes estatisticas entre os fatores determinantes de
doenca intrinsecos dos coelhos investigados, nomeadamente a raga, o sexo e a idade, com
a frequéncia ou o tipo de infe¢édo por E. cuniculi.

A frequéncia de machos seropositivos (60,7%) foi superior a de fémeas (39,3%). A
maioria dos estudos reporta que ndo existe associagdo estatistica entre o sexo do animal e a
prevaléncia de E. cuniculi (Keeble and Shaw, 2006; Jeklova et al., 2010; Patricio, 2014;
Haraldsen and Wright, 2020), mas Harcourt-Brown (2004) e Pio (2018) encontraram
associagdo estatistica entre o sexo masculino e a ocorréncia de infecao.

Relativamente a idade, destacamos que 5 animais tinham idade igual ou inferior a 6
meses, sendo, portanto, considerados coelhos jovens. Apenas um deles testou positivo a
pesquisa de 1gG e IgM, os restantes coelhos testaram apenas positivos a pesquisa de 1gG.
Considerando que as IgG séo produzidas entre as primeiras 8 a 14 semanas de vida e que
até cerca das 4 semanas de vida o animal esta protegido por anticorpos maternos, é possivel
extrapolar que a infecdo destes coelhos ocorreu provavelmente in utero. No entanto, e
contrariamente ao descrito antes, apenas o coelho com encefalitozoonose aguda revelou
sintomatologia ocular, os restantes exibiam alteragBes neurolégicas, o que corrobora a
possibilidade de transmissao vertical. A faixa etaria dos coelhos com lesdes oculares, € de 4

meses a 1 ano, indiciando infe¢des in utero.
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A pequena dimensao da amostra investigada influenciou os resultados obtidos, mas
outras equipas chegaram a conclusdes analogas (Keeble and Shaw, 2006; Dipineto et al.,
2008; Jeklova et al., 2010; Keeble, E. 2011; Haraldsen and Wright, 2020). De fato, a relacdo
coelho-parasita ainda ndo € bem compreendida e necessita de mais investigacao.

Deve enfatizar-se que, no presente estudo, ndao foi obtido nenhum diagnéstico
definitivo de encefalitozoonose. Tal s6 seria possivel por meio da observacdo do parasita
através da microscopia. O diagndstico de encefalitozoonose resultou da combinacdo do
diagndstico clinico com o teste de imunofluorescéncia indireta. O diagndstico clinico mais
provavel foi obtido apds exclusdo de diagnédsticos diferenciais, nomeadamente de otite
média/interna, e face a resposta positiva aos protocolos terapéuticos instituidos.

Também néo foi possivel definir as infecbes como ativas versus agudas ou cronicas
versus latentes. Tal objetivo exigiria a realizagéo perioddica de titulacéo de IgM e de IgG para
avaliar a sua dinamica, além da resposta a terapéutica implementada e da evolucao clinica
de cada animal.

Os coelhos com infecéo crénica/latente devem ser considerados animais de risco, pois
gualquer fator que induza uma imunossupressao temporaria pode despoletar a reativacao do
E. cuniculi e conduzir a um episddio clinico de encefalitozoonose. Os titulares destes animais
devem ser informados deste risco e, sempre que for possivel, a infecdo deve ser monitorizada
através de titulagBes periddicas de anticorpos, essencialmente IgM. Esta recomendacgéo é
particularmente pertinente no caso de titulares que pertencam a grupos de risco, como idosos
e pacientes com doengas imunossupressoras ou que estejam a fazer medicacdes
prolongadas com farmacos imunossupressores.

Sugere-se que futuramente sejam realizados estudos sobre outros fatores
determinantes de doenga, intrinsecos e extrinsecos, como: condi¢cao corporal e doengas pré-
existentes; proveniéncia, numero de coabitantes, condigcbes de maneio e tipo de alojamento;
recorrendo a amostras de maiores dimensdes e salvaguardando a obtencdo de um

diagnéstico definitivo de infe¢é@o por E. cuniculi.

3.5. Concluséao

O parasita Encephalitozoon cuniculi, como agente com potencial zoonético, de
natureza oportunista e frequente nas populacdes de coelhos domésticos, tem sido alvo de
crescente atencdo da comunidade cientifica e continua a ser um desafio complexo na clinica
dos novos animais de companhia.

Os testes seroldgicos sédo os mais utilizados pelos clinicos para fazer o diagnéstico in

vivo de encefalitozoonose em coelhos. A avaliacdo combinada dos titulos de IgM e IgG

39


https://nmbu.brage.unit.no/nmbu-xmlui/browse?value=Haraldsen,%20Marie&type=author

permite determinar o estado da infecdo e, desse modo, orientar o diagndstico e decidir sobre
a necessidade de terapéutica antimicrosporidiana.

Os resultados obtidos neste estudo, realizado nos coelhos de estimacéo dos clientes
da Clinica Veterinaria Exotics em Barcelona, Espanha, reforcam a importancia da inclusao da
encefalitozoonose na lista de diagnésticos diferenciais sempre que se observem
apresentacBes neuroldgicas em coelhos, e de propor aos titulares destes animais, uma
abordagem preventiva pré-ativa baseada na titulacdo periddica de 1gG e IgM em coelhos
assintomaticos, sobretudo se os titulares sofrerem de imunossupressao temporaria ou
permanente.

Neste ambito, a detecdo de anticorpos anti- E. cuniculi deve fazer parte da rotina de
avaliacdo do estado de saude de coelhos domésticos na primeira consulta, permitindo
averiguar precocemente se o animal € ou ndo portador do parasita e, desse modo,
restabelecer o seu estado de saude e mitigar o risco de transmisséo.

Quando os titulares dos animais nao viabilizarem a realizacao de testes seroldgicos, a
utilizagdo profilatica de fenbendazol deve ser considerada. O mesmo deve suceder quando
forem introduzidos animais de estatuto sanitario desconhecido num grupo de coelhos.

O combate a encefalitozoonose é um compromisso e uma missdo conjunta. E
importante a sensibilizag&o dos criadores para que ndo sejam reproduzidos e comercializados
coelhos portadores de E. cuniculi, promovendo a testagem dos animais durante os periodos
de quarentena e mantendo rigorosos niveis de higiene e desinfe¢cdo das instalacdes. Este
ultimo ponto é relevante para os titulares de coelhos, principalmente se sofrerem de
imunossupressao temporaria ou permanente, para mitigar o risco de transmissdo de
microsporidioses.

Como agentes de salde publica, e perante o crescente nimero de coelhos domésticos
nos agregados familiares, cabe aos médicos veterinarios proporem e implementarem medidas

preventivas ajustadas aos perfis dos seus clientes.
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5. ANEXOS

5.1.ANEXO 1: Tabela 5 — Resumo dos principais diagnésticos diferenciais de

encefalitozoonose (Varga, 2014; Harcourt-Brown, 2004).

Sinais clinicos
Ataxia/Parésia

Perda de
audicao

Uveite
facoclastica

Disfuncéo
vestibular,
Inclinagdo da
cabeca

Insuficiéncia
renal (IR)

Incontinéncia
urinaria

Diagndsticos diferenciais
Alterac@es cardiovasculares.
Compresséo do canal medular.
Cetoacidose.

Infecdo por E. cuniculi.
Doenca hepatica e/ou renal.
Lesdo degenerativa do SNC.
Linfoma.

Traumatismo.

Infecdo por E. cuniculi.
Otite média/interna.

Infecdo por E. cuniculi.

Uveite por P. multocida.
Secundaria a
queratite/traumatismo/lesao por
corpo estranho perfurante.
Infecéo por E. cuniculi.

Doencga do SNC.

Infecdo ascendente do aparelho
vestibular por P. multocida.
Infecdo por Baylisacaris procyonis
(causa Sindrome da larva
migrante visceral, existente nos
EUA, onde guaxinins séo o
hospedeiro reservatorio do
parasita).

Otite média/interna.

Neoplasia.

Toxoplasmose.

Infec&o por E. cuniculi.
Nefrolitiase.

Neoplasia (linfoma, carcinoma,
etc.).

IR intrinseca.

Urolitiase.

Alteracdes neuroldgicas e/ou
comportamentais.

Artrite nos membros posteriores
(dor e desconforto dificultam a
adocao de uma correta postura de
micc¢ao).

Infec&o por E. cuniculi.

Infecao do trato urinario (ITU).
Obesidade.

Urolitiase.

Exames complementares
Exame fisico (é importante a avaliacao da
condicdo corporal, pois pode existir fraqueza
muscular ou obesidade).
Exame neuroldgico: avaliagdo de funcdes
sensitivas e motoras.
Hemograma e pardmetros bioguimicos.
Imagiologia: radiografia, TAC (afecdes da
coluna vertebral sdo comuns em coelhos
domeésticos).
Exame fisico: observacéo das vias
respiratérias superiores/auscultagdo pulmonar
(otite por P. multocida frequentemente
associada a doenca respirat@ria superior e,
ocasionalmente, a pneumonia.)
Imagiologia: radiografia, TAC (observacéo do
conduto auditivo e da bula timpanica)
Bacteriologia (aplicavel a material recolhido
do conduto auditivo ou da cavidade nasal).
Exame oftalmolégico: medicdo da presséo
intraocular (frequentemente diminuida no olho
afetado, em casos de rutura capsular na
encefalitozoonose).

Anamnese: incluir histérico de viagens.
Exame neuroldgico: avaliagao da capacidade
de resposta dos nervos cranianos e avaliagéo
postural (disfuncao vestibular periférica
versus central).

Serologia (E. cuniculi e T. gondii).
Imunohistoquimica (permite diferenciar
infe¢c@o por T. gondii de infe¢&o por E.
cuniculi).

Radiografia: observacédo da bula timpéanica e
area envolvente (alteragdes e/ou abcessos
poderdo estar presentes em casos de
otite/infec&o por P. multocida).

Hemograma e pardmetros bioguimicos.
(anemia, desidratagdo e azotémia podem
estar presentes em casos de
encefalitozoonose; também pode ocorrer
hipofosfatémia).

Racio UPC

Imagiologia: radiografia e ultrassonografia.
Exame fisico.

Exame neuroldgico.

Uriandlise (suspeita de ITU).

Imagiologia: radiografia e ultrassonografia.
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