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Resumen: Este articulo describe las lesiones, a nivel del sistema nervioso central y
0jo, en conejos infectados con Encephalitozoon cuniculi. El analisis histopatolégico, en
conjunto con el uso de tinciones especiales de Ziehl-Neelsen y Gomori metamina-plata,
es el método mas sensible en el diagndstico post mortem. La presentacién neurolégica
afecta a una gran mayoria de estos pacientes y se asocia a una encefalitis granulomatosa
multifocal severa. En muchos de estos casos se puede observar esporas microsporidiales
con tinciones especiales. La presentacidn ocular es menos frecuente que la nerviosa, se
caracteriza por una uveitis facoclastica bilateral o unilateral.
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Abstract: This paper describes ocular and central nervous system lesions of rabbits
infected with Encephalitozoon cuniculi. The histopathological analysis, together with
the use of special Ziehl-Neelsen and Gomori methenamine silver stains, is the most
sensitive post-mortem diagnostic test. The neurologic lesion affects most of these
patients and is related to severe multifocal granulomatous encephalitis. In many cases,
microsporidial spores can be observed with the help of special stains. Ocular lesions
are less frequent than nervous ones; they are characterized by a bilateral or unilateral
phacoclastic uveitis.
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INTRODUCCION

Encephalitozoon cuniculi es un parasito microsporidial, intracelular obligatorio. E. cuniculi fue
identificado, por primera vez, en una colonia de conejos de laboratorio, en 1922, causando una
pardlisis parcial (Jeklova et al. 2009) y enfermedad vestibular (Ozkan et al. 2010). A pesar de que,
anteriormente, fue clasificado como un protozoo, se ha sugerido que su taxonomia correcta,
de microsporidia, podria estar dentro de los hongos, como un grupo altamente especializado,
adaptado a un ciclo de vida intracelular parasitario (Miller 1997; Lonardi et al. 2012). Este
organismo es capaz de infectar una gran cantidad de mamiferos como: perros, zorros, monos
y roedores. E. cuniculi es un patégeno oportunista, que afecta a seres humanos infectados con
HIV, o pacientes sometidos a trasplante de 6rganos (Wasson et al. 2000; Csokai et al. 2009;
Sieg et al. 2011). Sin embargo, estudios mas recientes, han demostrado que Encephalitozoon
cuniculi es capaz de causar una infeccién cronica, tanto en humanos inmunocompetentes e
inmunodeficientes, aligual que en animales salvajes y domésticos, con un curso potencialmente
fatal (Wagnerova et al. 2013). En lagomorfos, la encefalitozoonosis es esencialmente una
enfermedad subclinica, con una incidencia reportada de infeccion de 5 a 75% en animales de
laboratorio (Szabo et al. 1978). Actualmente, se ha identificado tres genotipos diferentes: el
genotipo |, aislado de conejos, el genotipo Il, aislado de roedores; y el genotipo lll, aislado de
perros. Sin embargo, estos pueden infectar a otros huéspedes (Ozkan et al. 2010).

Este parasitotiene un ciclodevidadirecto,ylatransmision microsporidial ocurre tipicamente
cuando las esporas ambientales infectantes son excretadas en la orina, via oral, y son
subsecuentemente ingeridas por el hospedador susceptible. Las esporas pueden sobrevivir
en el ambiente durante 4 semanas (Rich 2010). Después de la ingestion o inhalacién de
esporas, los monocitos infectados con E. cuniculi, transportan el microorganismo a los sitios
primarios de colonizacion (rinones, cerebro, pulmoén e higado) (Rich 2010). La transmision
transplacentaria de E. cuniculi estd bien documentada en conejos domésticos y se ha
demostrado, experimentalmente, en perros (Rich 2010).

El diagnostico de la encefalitozoonosis, in vivo, es muy dificil, dado que los animales
infectados no suelen demostrar sintomatologia clinica y la excreciéon de las esporas
infectantes, en orina, es esporadica. Por estas razones, los métodos mas utilizados para
demostrar la infeccién en animales son las pruebas serolégicas, como el ensayo de
inmunofluorescencia (IFA), el carbono inmunoensayo (CIA) y la prueba de inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA) (Tee et al. 2011; Lonardi et al. 2012).

El analisis histopatolégico, en conjunto con el uso de tinciones especiales es el método mas
sensible para el diagnéstico post-mortem (Csokai et al. 2009). Las tinciones especiales de
Gram, Ziehl-Neelsen, y Gomori metamina-plata pueden ser utilizadas para la identificacion
de las esporas microsporidiales; sin embargo, estas técnicas no permiten diferenciar entre
E. cuniculiy E. hellen, pues son morfolégicamente idénticos; por lo cual, otras técnicas
diagnésticas, como el PCR, son necesarias para su identificacién (Garcia 2002).

Los sindromes clinicos, asociados con E. cuniculi, en conejos domésticos, pueden tener tres
presentaciones: renal, ocular y neurolégica (Sieg et al. 2011; Lonardi et al. 2012).
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ENCEFALITIS GRANULOMATOSA

La encefalitozoonosis afecta, predominantemente, conejos; pero, otras especies (perro, y
carnivoros silvestres) pueden verse afectadas (Wasson & Pepper 2000; Vandevelde et al.
2012). Las lesiones, en el sistema nervioso central, no ocurren antes de los 30 dias post-
infeccion (Gruber et al. 2008). Su manifestacién y formacion resulta en sintomas neurolégicos,
los cuales son: enfermedad vestibular, inclinacién de la cabeza, torticolis, caminar en circulos,
nistagmo y movimientos rotacionales a lo largo del cuerpo (Rich 2010; Sieg et al. 2011).

El diagnéstico de encefalitozoonosis, normalmente, se hace post-mortem, dado que es
dificil demostrar la presencia del organismo sin los hallazgos histopatolégicos (Rich 2010).
Estos Gltimos consisten en una meningoencefalomielitis no supurativa (figura 1, 2, 3 y 4),
con formacién de granulomas de diversos tamanos en todo el sistema nervioso central,
caracteristicamente formados por cantidades variables de histiocitos epitelioides (figura 3),
conocidos como “focos hepatoides”, por su similitud con el tejido al que hace mencién. E.
cuniculi es capaz de infectar diferentes tipos de células, como neuronas, células epiteliales
ependimarias y del plexo coroideo, endotelio y macréfagos (Wasson & Pepper 2000). Los
microorganismos son dificiles de encontrar, pues no se tifien con tinciones de rutina de H&E;
su ndmero es mayor en procesos agudos y tienden a disminuir en los casos cronicos (Csokai et
al. 2009). En los focos inflamatorios o adyacentes a estos se suele observar espacios vacios;
en mayor magnificacion contienen esporas parasitarias, las cuales se tifnen positivo con
Ziehl-Neelsen (figura 5) y Gram (Grant & Youssef, 2007; Vandevelde et al. 2012). AlGn, en casos
con cambios histopatologicos severos, puede que se detecte pocas esporas con la ayuda
de Ziehl-Neelsen (Csokai et al. 2009). Ademas, se ha reportado areas extensas de malacia,
principalmente en las regiones periventriculares y la médula oblongada (Gruber et al. 2008;
Csokai et al. 2009). La severidad de estas lesiones varia, indistintamente, en las diferentes
regiones del sistema nervioso central, reflejando la localizacién al azar de los organismos, asi
como la distribucion irregular del cambio vascular inflamatorio (Grant & Youssef 2007).
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Figura 1. Sistema nervioso central,
meningoencefalitis mononuclear severa
(flecha), H&E (100x), dilatacion de las
meninges por infiltrado linfo-histiocitario
- (recuadro).
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Figura 2. Cerebro e hipocampo
(*). encefalitis granulomatosa
multifocal severa. Midltiples
focos deinfiltradoinflamatorio
mononuclear (Flecha) H&E
100x.

Figura 3. Sistema nervioso
central. Focos de necrosis
(flecha)asociados ainfiltrado
inflamatorio granulomatoso.
Agregados  perivasculares
angiocéntricos con linfocitos
e histiocitario (punta de
flecha) H&E 400x.
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Figura 4. Corteza cerebral.
Infiltrado inflamatorio
perivascular compuesto
predominantemente por
linfocitos e histiocitos,
en menor grado células
plasmaticas H&E 600x.

Figura 5. Sistema nervioso central, (A) esporas parasitarias acido-alcohol resistentes
ZiehlNeelsen (Flecha) 100x, (B) magnificacion de figura A 400x Tincién de Ziehl Neelsen.
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UVEITIS FACOCLASTICA

Debido a la proximidad de la Gvea con otros tejidos oculares, y a la alta vascularidad de
esta estructura, la inflamacion uveal es parte de casi todos los procesos de inflamacién
intraocular (Wagner & Fehr, 2007). La uveitis se asocia a trauma ocular, queratitis ulcerativa,
infeccién sistémica (a causa de Pasteurella spp. o Staphylococcus) y una ruptura espontanea
del lente (uveitis facoclastica) (Kern 1997).

La uveitis facoclastica se ha reportado en diferentes especies; sin embargo, en conejos
es una patologia no asociada a un insulto traumatico previo que predisponga a la ruptura
de la capsula del lente (Wolfer et al. 1993). Mas recientemente, hay reportes de uveitis
leucocitoclastica asociada a E. cuniculi en conejos (Oglesbee 2011; Varga 2014).

Este sindrome se caracteriza por un nédulo inflamatorio blanco adherido al lente o a la
porciénrotadelacapsuladellente, queseextiendealacamaraanterioryalalveaanterior.La
uveitis facoclastica es secundaria a la ruptura espontanea del lente, generalmente resulta en
una uveitis granulomatosa localizada y formacion de un granuloma. Histopatolégicamente,
se observa un infiltrado inflamatorio granulomatoso alrededor de la zona de ruptura de la
capsula del lente (Figuras 6, 7 y 8). Los neutréfilos estan presentes, profundamente, dentro
de lacortezadellenteyestanrodeados por un anillo de tejido fibroso que contiene linfocitos
y células plasmaticas. En estos animales, el dafo se asocia a la presencia de E. cuniculi con
la ruptura del lente, uveitis y formacién de cataratas. La inflamacion estd mas confinada
y circunscrita que en el sindrome septicémico y la presencia o no de E. cuniculi. Ademas,
puede presentarse abscesos del iris, usualmente encapsulados, y compuestos del acimulo
de neutroéfilos degenerados, linfocitos y células plasmaticas (Oglesbee 2011; Varga 2014).

Los mecanismos de transmision de la enfermedad adn no han sido totalmente descritos,
aunque se cree que la transmision es vertical durante el desarrollo embrionario del lente
(Dublielzig et al. 2010). El parasito invade el cristalino de los conejos en desarrollo dentro
del atero, cuando la capsula del cristalino es muy delgada o esta ausente. Después del
nacimiento, el parasito causa la ruptura de la capsula del lente, en su punto mas delgado en
la superficie anterior, provocando la salida del material del lente, en la camara anterior del
0jo, causando una uveitis facoclastica (Varga, 2013).

En la presentacion intraocular, también puede darse la presencia de hipopion en los conejos
afectados (Rich 2010). Ademas, el ojo afectado puede estar con hipotonia, y tener una
presionintraocular mas baja del valor normal (Williams 2012). Generalmente, esta condicién
es unilateral en conejos afectados por E. cuniculi (Harcourt-Brown 2004); sin embargo, la
literatura reporta, ocasionalmente, lesiones bilaterales (Kiinzel et al. 2007). Los signos
clinicos incluyen una secrecion uveal amarillenta o blanca; una masa de la cdmara anterior,
que progresa a uveitis; el glaucoma refractario al tratamiento, congestién episcleral y
miosis. La extraccion temprana del lente se ha sugerido como un tratamiento para prevenir
el desarrollo de la uveitis (Aroch et al. 2008). En la evaluacion fisica de conejos, que
presenten uveitis facoclastica, normalmente no se aprecian otras alteraciones, por lo que
el impedimento visual no deberia afectar la calidad de vida de los animales (Kiinzel et al.
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2007). El diagnéstico de la uveitis facoclastica incluye la examinacién histologica del lente
y los tejidos circundantes o la inmunohistoquimica después de la enucleacion. La citologia
de un aspirado del material del lente, tefido con la tincién tricromo modificada de Weber
para detectar las esporas microsporidiales, y el PCR de ese material puede identificar el
microsporidio detectado como E. cuniculi (Kiinzel et al. 2007). La uveitis anterior responde
pobremente al tratamiento con antibi6ticos tépicos y corticosteroides. EL uso de albendazol
ha demostrado detener el progreso de la enfermedad; sin embargo, no resuelve la lesién
(Williams 2012). Generalmente, se ha recomendado la extraccion del lente afectado, o la
enucleacion (Wagner & Fehr 2007).

Figura 6: Ojo. Presencia de exudado celular
entre coérnea (punta de flecha) y lente,

extendiéndose hacia la camara anterior
(*) y uvea anterior (2), con ruptura de la
cépsula lente (flecha) y desprendimiento
de retina (1) submicro H&E.

Figura 7. Ojo: uveitis facoclastica severa.
Infiltrado inflamatorio granulomatoso
(flecha) adyacente al cuerpo ciliar
desprendido de la esclera (*), gran cantidad
de material necrético, células inflamatorias
degeneradas y fibrina (punta de flecha)
producto del proceso inflamatorio 200x
H&E. Gran cantidad de macr6fagos con
citoplasma amplio espumoso (recuadro)
400x H&E.
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Figura 8. Cornea (*): uveitis
facoclastica severa. Restos de
cristalino destruido, entremezclado
con material necrético, células
inflamatorias degeneradas y fibrina
adyacentes a la cornea 400x H&E.

CONCLUSION

Encephalitozoon cuniculies una causa comun de enfermedad neurolégicay ocular en conejos
domésticos (Grant & Youssef 2007; Gruber et al. 2008; Csokai et al. 2009). Su diagnéstico
definitivo es, en muchos casos, dificil. Los analisis serologicos pueden ser dificiles de
interpretar ya que titulos positivos pueden ser indicativos de exposicion y no de infeccion
verdadera (Keeble & Shaw 2006; Turner 2010). Demostrar la presencia de E. cuniculi
requiere del uso de histopatologia. El estudio histopatologico es un método comun para la
determinacionpostmdértemdeunainfecciénpor E. cuniculi,enconjuntoconelusodetinciones
especiales de Ziehl Neelsen, ha demostrado ser el método mas sensible de diagnéstico
post mortem (Csokai et al. 2009; Rich 2010; Turner 2010; Quesenberry & Carpenter, 2012).
La encefalitis granulomatosa es la causante de los sindromes neurolégicos presentes en la
infeccion aguda, y la muerte por los cambios en el comportamiento (anorexia, torticolis). EL
sindrome vestibular es el signo clinico mds comun de esta enfermedad (Harcourt 2003). Los
animales enfermos pueden ser tratados con albendazol, oxcitetraciclina, corticoesteroides,
entre otros, con el fin de reducir la inflamacién en el sistema nervioso central (Quesenberry
& Carpenter 2012). Sin embargo, algunos animales se recuperan del cuadro neurolégico sin
necesidad de administrar tratamiento alguno (Harcourt 2003).

La uveitis facoclastica, en general, no afecta la calidad de vida del animal. Esta suele
presentarse de forma unilateral. Se cree que la presentacion de la lesion esta asociada
con la transmision vertical del parasito. Cuando existe ruptura del lente ocular, es posible
realizar PCR e identificar E. cuniculi con este material (Rich 2010). Ademas, los hallazgos
histopatolégicos, con la presencia o no del protozoario, el cual puede identificarse con
una tinciéon gram, pues los parasitos son gram positivos o una tincion Ziehl Neelsen
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(Dubielzig et al. 2010). Para el tratamiento se puede realizar una enucleacién, administrar
corticoesteroides y antihelminticos sistémicos como albendazole o fenbendazole; sin
embargo, este tratamiento no revertira las alteraciones oculares, aunque, si el animal
mejora su condicién, este es aceptable (Turner, 2010).
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