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OCORRENCIA DE INFECCOES POR Encephalitozoon spp. EM
COELHOS DO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL

RESUMO - A encefalitozoonose € uma doenca zoondtica causada por
microsporidios do género Encephalitozoon e acomete uma ampla gama de
aves, répteis e mamiferos, incluindo os coelhos, principal hospedeiro da
espécie Encephalitozoon cuniculi. Esse estudo teve como objetivo investigar a
ocorréncia da presenca do DNA de Encephalitozoon spp. em coelhos de
granjas e residéncias do interior do e estado de S&o Paulo, Brasil. Foram
colhidas 429 amostras por conveniéncia, que passaram por extracdo e
posterior amplificacdo de DNA por meio da PCR convencional para o género
Encephalitozoon. O método utilizado permitiu a deteccdo do parasito em 11
amostras (2,56%). Ha presenca do esporo do parasito em algumas destas
granjas, mas nenhum coelho doméstico apresentou positividade. A baixa
porcentagem de DNA detectado nas amostras analisadas pode indicar uma
baixa ocorréncia desta infecgcdo nos animais presentes nas granjas analisadas.
Esta é a primeira pesquisa sobre o género Encephalitozoon em granjas de

coelhos e residéncias no estado de Sao Paulo.

Palavras-chave: encefalitozoonose, microsporidios, zoonoses



OCURRENCE OF INFECTION BY Encephalitozoon spp. IN RABBITS FROM

THE STATE OF SAO PAULO, BRAZIL

SUMMARY - Encephalitozoonosis is a zoonotic disease caused by
microsporidia of the genus Encephalitozoon and affects a wide range of birds,
reptiles and mammals, including rabbits, the main host of the species
Encephalitozoon cuniculi. This study aimed to investigate the occurrence of the
DNA of Encephalitozoon spp. in rabbits from farms and residences at cities in
state of Sdo Paulo, Brazil. A total of 429 samples of feces were collected for
convenience, from rabbits living at farms and residences from the state of S&o
Paulo, Brazil. The DNA was extracted and amplified by conventional PCR for
the genus Encephalitozoon. The parasite was detected in 11 samples (2.56%).
That showed there’s the presence of the parasite spore in some of these farms,
but no domestic rabbit showed positivity. The low percentage of DNA detected
in the analyzed samples, may indicate a low occurrence of this infection in the
animals present in the analyzed farms. This is the first research on the genus

Encephalitozoon in farms of rabbits and residences in the state of Sdo Paulo.

Keywords: encephalitozoonosis, microsporidia, zoonoses
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1 INTRODUCAO

O género Encephalitozoon pertence ao filo Microspora, o qual abrange
diversas espécies de fungos eucariontes e unicelulares. Devido ao fato de serem
desprovidos de mitocéndrias, esses fungos, sdo parasitos intracelulares obrigatérios e
infectam uma ampla gama de animais vertebrados e invertebrados (KANTIKA et al.,
2001).

As fontes de infeccdo podem ser individuos previamente infectados. A
transmissao pode ocorrer principalmente por meio de rotas fecal-oral ou oral-oral
(MATHIS et al., 2005). Na criacéo intensiva de coelhos, a falta de higiene é o principal
responsavel pela infecgcdo. Condi¢cdes de vida, superlotacdo, movimentacao rotineira
e introducédo de animais de outras regides, séo fatores que ajudam a propagacédo da
encefalitozoonose (SAVIOTTI et al., 2000).

Pouco se sabe sobre a ocorréncia desta infeccdo em coelhos no Brasil. Os
coelhos, cada vez mais tém se tornado animais de estimacgdao, principalmente devido
ao fato de serem animais doceis e sociaveis. Além disso, a cunicultura tem crescido
muito no Brasil, para atender a demanda de animais para laboratério e comércio de
carnes (SORDI et al., 2014).

O objetivo do presente estudo foi investigar a presenca de DNA do
Encephalitozoon spp. em amostras de fezes de coelhos provenientes de granjas e

residéncias localizadas em cidades do interior do estado de Sao Paulo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Encephalitozoon spp.

O género Encephalitozoon compreende espécies de parasitos oportunistas
intracelulares obrigatorios, pertencentes ao filo Microspora, o qual é composto por
microrganismos eucariontes, que se reproduzem por meio de esporos, portanto estao
inseridos no Reino Fungi (VALENCAKOVA; HALANOVA, 2010). A caracteristica
principal desses organismos € a presenca de um longo tubo polar, que fica enrolado
no interior de seus esporos e que quando sofre extrusdo, penetra na membrana
plasmatica da célula do hospedeiro e realiza a deposi¢cdo do seu esporoplasma
(BOHNE et al., 2011). Seu ciclo de vida (Figura 1) se inicia, principalmente, pela a
ingestdo da forma infectante do patdgeno (esporo), que apoés invadir a célula do
hospedeiro, inicia a fase de merogonia proliferativa, seguida pelo estagio de
esporogonia, que da origem a esporos caracteristicos, muito pequenos (1 a 4 um) e
resistentes no meio ambiente (MATHIS et al., 2005).

Trés principais espécies de microsporidios do género Encephalitozoon tém sido
descritas infectando e causando a encefalitozoonose em humanos imunodeficientes,
por exemplo, portadores do virus “HIV (human immunodeficiency virus)”:
Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellem e Encephalitozoon intestinalis
(WEBER et al., 1994). Também ocorre infeccdo em pessoas imunocompetentes,
inclusive, Carhan et al. (2015) relatam um caso clinico, no qual um funcionario de um
biotério de coelhos na Turquia estava infectado, provavelmente por ignorar as
medidas de higiene e prevencdo em seu ambiente de trabalho.

Shibasaki et al. (2017) sugerem a existéncia de outra espécie, a
Encephalitozoon pogonae descrita em répteis. Entretanto, a sequéncia amplificada
pelo “primer” espécie-especifico para a E. pogonae é muito pequena para tal

afirmacdo, contando apenas com 132 pares de base amplificados. Além da
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Encephalitozoon larcertae, descrita incialmente por Canning, em 1981 e
posteriormente por Koudela et al. (1998), que utilizaram os mesmo primers que foram
aplicados ao presente estudo (int530r e int580f), para realizagcdo da PCR com material
colhido de mucosa intestinal e fezes de répteis. Na infeccdo experimental em
camundongos SCID, a inoculagéo oral e intraperitoneal do patdégeno nao resultou em
infecdo e em cultura celular com células E6, os esporos ndo se propagaram e a
guantidade inicial de esporos diminuiu a cada analise. Existem poucas informacdes
na literatura a respeito destas diferentes espécies.

Dentre todas as microsporidioses, a encefalitozoonose tem sido relatada como
uma doenca com potencial para afetar setores da economia possui espécies de
microsporidios com potencial para afetar setores da economia, como a piscicultura, ja
que causa morte em peixes (LALLO et al., 2016), a bovinocultura de leite (KVAC et
al., 2016) e principalmente a cunicultura, na qual o parasito pode interferir diretamente
na reducdo da producdo de carne, além de frequentemente causar o 6bito desses
animais (SANTANIELLO et al., 2009; SAVIOTTI et al., 2000).
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FIGURA 1 - Ciclo de vida do parasito Encephalitozoon spp. visivel por microscopia
eletrénica de transmissao (Adaptado de: JORDAN et al., 2006).
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2.2 Infeccdo em coelhos

O coelho é considerado o principal hospedeiro do Encephalitozoon cuniculi.
Nos coelhos, a encefalitozoonose frequentemente representa uma infecgéo crbnica e
latente, somente uma parte dos animais infectados desenvolvem os sinais clinicos da
doenca. Os principais sinais clinicos sdo neurolégicos, incluindo torcicolo e ataxia.
Entretanto, € muito dificil diagnosticar a enfermidade somente baseando-se em sinais
clinicos, pois diversos outros patdégenos, por exemplo, Pasteurella multocida,
Toxoplasma gondii, e Listeria monocytogenes, podem causar 0S mesmos sinais
clinicos (KUNSTYR; NAUMANN, 1985).

Os microsporidios sdo gram positivos. O género Encephalitozoon, causa
doenca em coelhos (SANTANIELLO et al.,, 2009; SAVIOTTI et al., 2000), além
também seres humanos (BRASIL et al., 2010), caes, e varias outras espécies de
mamiferos (GALVAN-DIAZ et al., 2014), além de aves (LALLO et al., 2012;
NAKAMURA et al., 2010), répteis (SHIBASAKI et al., 2017) e peixes (LALLO et al.,
2016). Por isso é importante reconhecer as possiveis fontes de infeccdo e descrever
suas rotas mais comuns.

De acordo com Harcourt-Brown et al. (2004) e Maestrini et al. (2016), as lesbes
tipicas observadas em coelhos infectados por este agente incluem: Meningoencefalite
granulomatosa multifocal, alterando morfologicamente o encéfalo, com a formacao de
granulomas. Estas lesdes induzem a ataxia vestibular, inclinacdo da cabeca e déficits
em varios nervos cranianos (MUNANA; LUTTGEN, 1998). Além disso, o
Encephalitozoon também causa nefrite intersticial principalmente nos tubulos
(OLIVEIRA et al.,, 2000) e secundariamente, fibrose renal, induzindo a azotemia
(EFSTRATIADIS et al., 2009).

As primeiras pesquisas com o Encephalitozoon foram descritas por Wright e
Craighead a partir de coelhos com paralisia espontanea em 1922 (JEKLOVA et al.,
2010).

No Brasil, a ocorréncia destes patdogenos tem sido descrita em humanos

portadores do “HIV”, com diarreia crbnica, principal sintoma da infeccdo por E.
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intestinalis no Rio de Janeiro-RJ, por meio da PCR (BRASIL et al., 2000); Ha relatos
de pombos e aves exoéticas infetados por E. cuniculi na cidade de S&o Paulo - SP
(LALLO et al., 2012); E existem relatos de casos de coelhos naturalmente infectados,
apresentando sinais neuroldgicos e oftdlmicos avancados em varias cidades do
estado do Parand (BALDOTTO et al.,, 2015). Todavia, esta ocorréncia ndo é
conhecida em cidades do interior de S&o Paulo, 0 estado que atualmente abriga a
maior populacdo do Brasil.

Com relagéo a prevaléncia mundial do E. cuniculi, hd estudos que mostram a
ubiquidade do parasito. Uma pesquisa sorolégica desenvolvida na Italia, com 1600
coelhos, confirmou a alta ocorréncia da infeccdo por E. cuniculi em (31,5%) dos
animais avaliado, por meio do “ELISA” (ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica), sendo
este um importante fator de relevancia epidemioldgica e de saulde publica, visto o
reconhecimento da infectividade em seres humanos (SANTANIELLO et al., 2009). No
Japdo, um surto de encefalitozoonose também foi relatado em um zoologico
localizado na cidade de Asahigawa. Dos 38 soros de coelhos examinados por ELISA,
para a deteccdo de anticorpos contra E. cuniculi, 71,1% apresentaram positividade
(FUKUI et al., 2012). Atualmente, infeccbes por E. cuniculi tém sido relatadas com
maior frequéncia em coelhos de estimacdo (DIPINETO et al.,, 2008, apud
EWRINGMANN; GOBEL, 1999). Em Taiwan, confirmou-se em laboratério, por meio
do “ELISA”, os primeiros casos de encefalitozoonose em coelhos, uma média de

65,5% de soropositividade em 171 amostras analisadas (TEE et al., 2011).

2.3 Método de diagndstico

Exames sorologicos, como o “ELISA” (ensaio de imunoabsorcédo enzimatica),
“IFAT” (imunofluorescencia indireta) e “CIA” (imunoensaio de carbono) sdo muito
utilizados em rotina de laboratério para deteccdo do isotipo igG de anticorpos
especificos contra Encephalitozoon spp. (JEKLOVA et al. 2010; KUNZEL; JOACHIM,
2010; TEE et al., 2011). Entretanto, eles indicam uma exposi¢cdo ao patdgeno, mas
nao confirmam que este € o agente causador da doenca e nem se realmente ainda ha

presenca dos esporos no individuo avaliado.
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Um diagnostico ante mortem definitivo € dificil. A deteccdo direta de
organismos na urina ou fezes torna-se um pouco dificultada pelo fato da excrecao de
esporos ser intermitente (COX et al., 1980). E recomendada a realizacéo de mais de
uma colheita de amostras em dias diferentes para diminuir este fator de intermiténcia
ou 0 emprego de duas técnicas, por exemplo, a técnica de “ELISA”, como meio de
triagem, e se houver presenca de anticorpos anti-Encephalitozoon, uma “PCR”
confirmatéria para a infeccdo deve ser processada, pois somente o0s testes
sorolégicos ndo atendem satisfatoriamente a um diagnostico desta doenca.

Técnicas de maior precisdo, financeiramente acessiveis e menos demoradas
sdo necessarias para o diagnostico da encefalitozoonose, como por exemplo, a PCR
‘Polymerase Chain Reaction” (MATHIS et al., 1997). Esta técnica é sensivel,
especifica e demanda menos tempo, pois permite o processamento de varias
amostras por reacado e leva apenas algumas horas (DIDIER et al., 1995). A pesquisa
de DNA do parasito por meio desta técnica também tem sido utilizada para o
diagnoéstico post mortem da encefalitozoonose, assim como para pesquisas
epidemioldgicas de potenciais reservatorios (portadores) de E. cuniculi (ABU-
AKKADA et al., 2015).

Segundo Ghosh e Weiss (2009), os meétodos de deteccdo molecular, por
exemplo, a PCR para microsporidios, sdo potencialmente mais sensiveis, especificos
e dependem menos da subjetividade do observador, que os métodos tradicionais
baseados em microscopia. As primeiras aplicacbes deste método para a deteccao
deste parasito, descritas na literatura, foram realizadas por Vossbrinck et al. (1993),
para o diagndstico da infeccdo em humanos.

Os “Primers” (oligonucleotideos iniciadores) mais frequentemente utilizados e
aplicados para as PCRs do género Encephalitozoon sdo INT530 (F) e INT580 (R) que
amplificam um produto de aproximadamente 1000 pares de base “bp”, que incluem
grande parte dos genes da ssu rRNA “small subunit ribosomal RNA”, a regido
intergénica inteira e um pequeno fragmento de genes da Isu rRNA “Large subunit
ribosomal RNA”. (VOSSBRINCK et al., 1993).

Didier et al. (1996) afirmou que esses “primers” pan-Encephalitozoon, que

detectam a presenca de todas as espécies do género Encephalitozoon, amplificam
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um produto de aproximadamente 1000 pares de base. Fedorko e Nelson (1995)
utilizaram esses mesmos “primers” para amplificar DNA extraido de cultura e também
de amostras fecais de humanos portadores do virus “HIV”. Franzen e Muller (1999)
demonstraram que esses “primers” sdo muito Uteis para detec¢ao de microsporidios
em diferentes tipos de amostras, como secrec¢do nasal, urina, lavada broncoalveolar e
muco proveniente dos pulmdes, fezes e bidpsia intestinal. Em uma anéslises de PCR
realizadas com fezes de falcdo-gerifalte (Falco rusticolus), utilizando este mesmo par
de “primers”, Malcekova et al. (2010) obtiveram produtos com fragmentos de 1350
pares de base (pb). Para estas as amostras positivas, realizou-se uma nova PCR com
“primers” espécie-especificos para E. cuniculi e novamente obteve-se a confirmacgéo
da positividade. A sequencia genética foi compativel com a disponivel no GenBank.
Vossbrinck et al. (1993), responsaveis pela criagdo deste par de “primers”, também
obteve um produto amplificado de 1350 pares de base, entretanto, Didier et al. (1996),
obtiveram um produto de 1000pb em PCR de cultura de parasitos isolados de mucosa
nasal e lavado broquioalveolar de dois pacientes soropositivos para “HIV” e Rossi et
al. (1998) afirmam ter obtido um amplificado de aproximadamente 1000 pares de base
em suas pesquisas com E. cuniculi isolado de humanos com “HIV” e cultivados em
células RK13 “rabbit kidney”.

As espécies de Encephalitozoon tém sido identificadas por meio de PCR em
varios animais, como coelhos, em amostras de fezes, urina e material oftalmico
(KUNZEL; JOACHIM, 2010; NOTERMANS et al., 2005). Lallo et al. (2012) e
Nakamura et al. (2010) identificaram o parasito em fezes de aves; Galvan-Diaz et al.
(2014), em fezes de suinos e varios outros mamiferos. Além de humanos, em material
fecal (BRASIL et al., 2000; MOURA et al., 2003). Em varios estudos experimentais,
observou-se que a encefalitozoonose € um doenca potencialmente grave, que pode
afetar tanto animais imunosuprimidos, como imunocompetentes, sendo que esses
podem passar anos sem apresentar sintomas e eliminando esporos por meio da urina

e fezes, fazendo parte da rota de transmisséo do parasito (TOVAR et al., 2016).
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Exames sorolégicos (ABU-AKKADA et al., 2015; JEKLOVA et al., 2010) e a
PCR de material fecal, por exemplo, (GALVAN-DIAZ et al., 2014) ainda s&do as

ferramentas mais importantes para o diagndstico ante mortem da doenca.

Sabe-se que a PCR se trata de uma técnica sensivel, especifica e que permite
experimentos posteriores, para distincdo dos trés diferentes gendétipos de E. cuniculi.
Essa distincdo produz resultados para estudos epidemioldgicos, pois a deteccéo da
subespécie (genotipo) nos permite indagar sobre a afinidade desta com seu tipo de
hospedeiro preferido, possivel origem da infeccao, rotas de transmissao e dinamicas
da propagagéo (GHOSH; WEISS, 2009; HINNEY et al., 2016; MATHIS et al., 2005).

Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia do DNA do
Encephalitozoon spp. em amostras de fezes de coelhos de granjas e residéncias do

estado de S&o Paulo, por meio da PCR.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Selecdo de Amostras

Por meio de parcerias entre granjas e proprietarios de coelhos de estimacéo e
profissionais do ramo, incluindo Médicos Veterinarios, Zootecnistas e Biélogos de
Aracatuba, Ribeirdo Preto, Guariba, Araraquara, Jaboticabal, Campinas, Ribeirdo
Pires, Pradopolis e Botucatu, foram 429 amostras de fezes de coelhos foram colhidas
diretamente no interior das gaiolas, no piso embaixo das gaiolas ou em bandejas
coletoras localizadas embaixo das gaiolas e acondicionadas em tubos de
polipropileno estéreis de 2mL e congeladas a -20°C com adi¢cdo de dicromato de
potassio 5%. Estas mesmas amostras foram utilizadas previamente para a pesquisa

de Eimeria spp. e Cryptosporidium spp. (HEKER et al., 2016).

3.2 PCR

3.2.1 Extracdo do DNA

Cerca de 200mg de fezes foram colocadas em tubos com tampa rosqueaveis,
contendo tampédo de extracdo imediatamente apds serem retiradas do congelador,
para serem submetidas a extracdo de DNA conforme descricdo no protocolo de
McLauchlin et al. (1999), utilizado inicialmente para obtencdo do DNA de
Cryptosporidium spp. Esse método utiliza basicamente agitacdo da aliquota das
amostras (200mg) em 900 ul de tampao de extragao (L6 - preparado com 10 M
tiocianato de guanidina, 0.2 M EDTA, 0.1 M Tris-HCL, 2% (wt/vol.) Triton x-100 e
PVP) por 2 minutos, em velocidade maxima, no Mini-Beadbeater® (Biospec), com
adicdo de 0.3 g pérolas de vidro, configurando extragdo quimica e mecanica do DNA.
Apds o0 a ruptura dos esporos, o sobrenadante de cada amostra foi recolhido por
pipetagem e transferido para outro tubo de polipropileno (1,5mL, estéril), no qual

foram adicionados 100 ul de solugdo de silica ativada para a captura do DNA. A
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solucdo foi agitada em vortex, centrifugada a 6000 rpm por 2 minutos e o
sobrenadante descartado. O pellet foi lavado duas vezes com 200 ul de tampao de
lavagem (L2 - preparado com 10 M tiocianato de guanidina, 0.2 M EDTA, 0.1 M Tris-
HCL e PVP ), duas vezes com 200 pl de alcool gelado 80%, uma vez com 200 yl de
acetona e seco no ThermoMixer® a 56°C durante 5 minutos. O DNA foi eluido em 150
pl de agua ultra pura e agitado em vortex para ser incubado a 56° por 5 minutos e
centrifugado a 6000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante (DNA) foi colhido com auxilio
de uma pipeta, cautelosamente, a fim de evitar o contato com o pellet e transferido
para outro tubo de polipropileno (0,2 mL, estéril) e armazenado a -20°C para posterior
amplificagéo.

Para testar a eficiéncia do protocolo na extracdo de microsporidios, uma vez
gue o mesmo foi utilizado anteriormente apenas para extragdo em Cryptosporidium
spp., realizou-se a extracdo do DNA de esporos provenientes de uma aliquota de
cultivo celular de E. cuniculi (Figura 2A). O DNA extraido deste cultivo celular foi
utilizado neste trabalho como controle positivo. Apdés a extracdo, o DNA foi
guantificado com o aparelho espectrofotbmetro NanoDrop® 1000 e congelado a -
20°C.

3.2.2 Amplificacdo do DNA

A PCR para microsporidios foi realizada com o uso dos “primers” int530 (F) e
int580 (R) para o género Encephalitozoon, que amplificam um produto de
aproximadamente 1000 pares de base, que incluem grande parte dos genes da ssu
rRNA “small subunit ribosomal RNA”, a regido intergéncia inteira e um pequeno
fragmento de genes da Isu rRNA “large subunit ribosomal RNA” (VOSSBRINCK et al.,
1993). Esse “primer” também tem sido utilizado por Didier et al. (1995), Malcekova et
al. (2010), Rossi et al. (1998) e Weiss (2000).

Para o controle positivo, uma aliquota concentrada com esporos de cultivo
celular de E. cuniculi foi doada pela pesquisadora Dra. Maria Anete Lallo
(Universidade Paulista, Sdo Paulo, SP). O DNA foi extraido de 4mL da suspensao de

E. cuniculi mantido em meio EAGLE. O volume inicial foi transferido para tubo falcon
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de 15mL e centrifugado a 4°C (Figura 2A). Subsequentemente, o DNA foi extraido
com kit comercial “Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit®". As concentracbes dos
reagentes e condi¢cdes para o termociclador seguiram o protocolo de Rossi et al.
(1998). Foi realizada corrida em gel de agar a 1,5% com marcador de 100 “bp”.
Verificou-se amplificacdo de 1000 “bp”, correspondentes ao controle positivo (Figura
2B).

A

FIGURA 2 - A: Pellet de células infectadas com E. cuniculi apds centrifugacao.
Posteriormente, o sobrenadante foi removido e o DNA do pellet foi extraido com kit
comercial. B: “M” (marcador de 100pb), “A” (controle negativo - 4gua ultrapura), “B”

(controle positivo (E. cuniculi), que amplificou 1000 “pb”).
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4 RESULTADOS

Um total de 11 amostras (2,56%) (Figura 3) apresentaram a presenca do DNA
do parasito. As amostras foram consideradas positivas quando se observou a

amplificacdo de uma banda de aproximadamente 1000 pares de base (1kb).

Infec¢des por Encephalitozoon spp.

* Presenca de DNA ™ Negativos

2,56%

FIGURA 3 - Grafico mostrando porcentagem de coelhos infectados
por Encephalitozoon spp. em cidades do interior do estado de Séo

Paulo.
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5 DISCUSSAO

O objetivo desta pesquisa foi investigar a ocorréncia do esporo do
Encephalitozoon spp. em coelhos de granjas de cunicultura e residéncias no interior
do estado de Sao Paulo, pois existem poucos trabalhos na literatura que descrevem a
ocorréncia do parasito nesta regido do Brasil e nenhum com coelhos, os principais
hospedeiros do Encephalitozoon cuniculi.

Nenhuma amostra colhida dos coelhos domésticos foi positiva para E. cuniculi.
Apesar das condicbes aparentemente ideais nas granjas de cunicultura, ocorreu
positividade em 11 animais, que podem ser explicadas pela transmissao do patdégeno
por meio da ingestdo de agua contaminada com os esporos (MATHIS et al., 2005) ou
até mesmo o contato indireto por meio dos tratadores, que podem ser reservatorios
da doenca, mesmo apresentando uma infeccao latente ou até mesmo transmitindo os
esporos mecanicamente, devido a falta de cuidados com a higiene durante o manejo
dos animais (CARHAN et al., 2015).

O numero de animais positivos (2,56%) neste estudo é menor do que o
observado em um trabalho realizado na Polénia, no qual o DNA do microsporidio foi
detectado pela PCR em 26.21% dos 103 coelhos examinados (ZIETEK et al., 2014).
Entretanto, em outro trabalho realizado na Itdlia, Zanet et al. (2013) encontraram
infecgé@o por E. cuniculi em 9,72% de 144 coelhos selvagens, por meio da PCR. Essa
variacdo de ocorréncia pode estar ligada ao tipo de selecdo de amostras. Em grupos
de animais que vivem proximos uns dos outros, a porcentagem de infeccbes tende a
subir. Além de que as amostras de sdo de materiais variados, incluindo fezes e urina,
por exemplo. Poucos trabalhos extraem DNA diretamente das fezes, pois essas
possuem muitas substancias que inibem a PCR (FEDORKO; NELSON, 1995).

Este trabalho representa a primeira pesquisa sobre a presenca de
Encephalitozoon spp. em granjas de cunicultura e residéncias do Estado de Sao

Paulo, Brasil. Os resultados obtidos mostram uma baixa ocorréncia do patégeno nos



26

locais avaliados. Isto pode estar relacionado ao tipo de criagdo e ao tipo de manejo
desses animais nas granjas onde foram obtidas as amostras estudadas. Nas granjas
que participaram deste estudo, todos os coelhos eram mantidos em gaiolas
individuais com boas condicGes de higiene e nas residéncias, todos 0s animais eram
criados com acesso restrito ao ambiente externo da casa, mas sem acesso a rua e
sem companhia de outro animal.

A investigagcdo por sorologia costuma apresentar maior porcentagem de
positividade que os da técnica de PCR, variando em média de 30% a 65%, na Italia
(DIPINETO et al.,, 2008; SANTANIELLO et al., 2009), Japdo (FUKUI et al., 2012),
Republica Checa (JEKLOVA et al.,, 2010) e Egito (ABU-AKKADA et al.,, 2015).
Entretanto, a sorologia ndo pode nos fornecer a informacéo exata sobre a quantidade
de coelhos infectados de fato, pois esta mostra apenas que os coelhos tiveram algum
tipo de contato com o parasito em um momento de sua vida e desenvolveram
anticorpos contra esse microrganismo, podendo desenvolver uma infec¢do ativa ou
latente (DIPINETO et al., 2008). Portanto, a PCR se mostrou um método eficaz para a
verificacdo da presenca de animais infectados em granjas de criagdo comercial.

E necessario considerar que nos coelhos com encefalitozoonose cronica, a
excrecdo de esporos na urina e fezes € intermitente e isto pode levar a uma baixa
estimativa da real ocorréncia do patégeno (DIPINETO et al., 2008 apud
EWRINGMANN; GOBEL, 1999; MAESTRINI et al., 2016). Esta intermiténcia da
eliminacdo dos esporos pode ter contribuido para uma menor deteccdo de animais
positivos. Para melhor investigar a prevaléncia da infeccdo por meio da PCR, seria
necessario realizar mais de uma colheita de fezes de cada animal avaliado no estudo.

Outra PCR para E. intestinalis e E. hellem, espécies menos comumente
encontradas infectando coelhos, poderia ter sido feita com as amostras positivas para
confirmar se as bandas correspondem a uma possivel co-infeccdo ou uma infeccéo
primaria.

O sequenciamento genético para obter os dados sobre a espécie e gendtipos
encontrados nédo foi realizado, pois o DNA extraido apresentou uma quantificacao

inferior ao solicitado necessario para o procedimento de sequenciamento.
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A porcentagem de DNA detectado nas amostras estudadas pode indicar uma
baixa ocorréncia da infeccdo nesses animais nas granjas parceiras. Provavelmente,
resultado das boas préaticas no manejo dos coelhos. Entretanto, devido ao fato de
ocorrer a presenca deste agente etiolégico nos coelhos amostrados neste estudo,
sugere-se gque as pessoas que trabalham na criacdo de coelhos devem ser alertadas
sobre os riscos da infeccdo, para que evitem contato direto com a urina e fezes,
sempre cuidando da higiene pessoal apdés a manipulagdo dos mesmos. Os medicos
veterinarios devem estar preparados para reconhecer os sinais clinicos da doenca em
coelhos de estimacéo, possibilitando um diagndstico preciso e também para alertarem

os proprietarios de coelhos sobre o0s riscos desta zoonose.

6 CONCLUSOES

Os objetivos deste trabalho foram atingidos com sucesso e o ineditismo deste,
abre espaco para diversas outras pesquisas com 0 parasito. Esta é a primeira

descricdo de Encephalitozoon spp. em coelhos no estado de Séo Paulo.

O resultado encontrado é de suma importancia para os criatérios de coelhos,
tendo em vista que o diagnostico € crucial para a vigilancia da doenca, evitando

prejuizos econdémicos e aumentando as praticas profilaticas.
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