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RESUMEN: Encephalitozoon cuniculi es un microsporidio que afecta con frecuencia a los
conejos domésticos. Una gran parte de conejos mascota son portadores de esta enfermedad, pero
solamente, unos pocos la manifiestan. E. cuniculi, microorganismo intracelular obligado, es un
patdgeno emergente que puede causar zoonosis, ademas de afectar a otras especies animales como
aves, roedores y perros, entre otras.

Establecer un diagnostico en los conejos infectados es complejo debido a diversas causas, incluso
en animales con signos clinicos severos. Un diagndstico definitivo antemortem es complicado ya
que es necesario realizar un estudio histologico para demostrar la presencia de E. cuniculi. Existen
tests seroldgicos para su deteccidn, pero son dificiles de interpretar porque un titulo positivo puede
darse tanto en animales expuestos asintomaticos como en animales sintomaticos.

En este trabajo de investigacion se utilizan diferentes técnicas para su posible aplicacion en la
deteccidn y cuantificacion del microsporidio. Un analisis serol6gico de muestras de conejo y otras
especies mediante el uso de las tinciones (cromotropo y calcofluor) y extraccion de E. cuniculi de
muestras de orina de conejos positivos para la purificacién de anticuerpos especificos con el
objetivo de desarrollar un método de diagndstico rapido basado en una tira reactiva para la
deteccion de anticuerpos especificos contra E. cuniculi. Se trata de un proyecto de deteccion de
una enfermedad que guarda relacion con el tercer objetivo de desarrollo sostenible (ODS) de
Salud y Bienestar, tanto animal como humana.

A partir de la informacion clinica recogida de conejos sanos y de conejos que muestran las
diferentes formas de la enfermedad (renal, neuroldgicay ocular) se realizara un estudio estadistico
para determinar si existen diferencias significativas entre los diversos parametros relacionados
con su manifestacion clinica.

PALABRAS CLAVE: patdgeno emergente, Encephalitozoon cuniculi, microsporidio, tincion
cromotrdpica tricromica, calcofluor, inmunoensayo.



Detection of Encephalitozoon cuniculi in rabbits and development of a method for its
clinical diagnosis.

ABSTRACT: Encephalitozoon cuniculi is a microsporidium that frequently affects domestic
rabbits. Many pet rabbits are carriers of this disease, but only a few manifest it. E. cuniculi, an
obligate intracellular microorganism, is an emerging pathogen that can cause zoonosis, affecting
other animal species such as birds, rodents and dogs, among others.

Diagnosis of infected rabbits is complicated due to various causes, even in animals with severe
clinical signs. A definitive antemortem diagnosis is complex because it is necessary to perform a
histological study to demonstrate the presence of E. cuniculi. Serological tests exist for its
detection, but they are difficult to interpret because a positive titer can occur in asymptomatic
exposed animals and in symptomatic animals.

In this research, different techniques are used for their possible application in detecting and
quantifying of microsporidium. Serological analysis of samples from rabbits and other species
using stains (chromotrope and calcofluor) and extraction of E. cuniculi from urine samples of
positive rabbits for purification of specific antibodies to develop a rapid diagnostic method based
on a test strip for detection of anti-E. cuniculi antibodies. This is a project to detect a disease that
is related to the third Sustainable Development Goal (SDG) of Health and Welfare, both animal
and human.

From the clinical information collected from healthy rabbits and rabbits showing the different
forms of the disease (renal, neurological and ocular) a statistical study will be performed to
determine if there are significant differences between the other various parameters related to its
clinical manifestation.

KEYWORDS: emerging pathogen, Encephalitozoon cuniculi, microsporidium, trichrome
chromotropic staining, calcofluor, immunoassay.
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ABREVIATURAS

Anti-BSA: Anticuerpos especificos contra aloumina de suero bovino.
Anti-E. cuniculi: Anticuerpos especificos contra E. cuniculi.
Anti-HIgG: Anticuerpos humanos contra 1gG de conejo.
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BSA: Albdmina de suero bovino.
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DMEM: Medio Eagle Modificado de Dulbecco.

ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas.

EMP: E. cuniculi purificado a partir de medio de cultivo sin sonicar.
EMS: E. cuniculi purificado y sonicado a partir de medio de cultivo.
EOP: E. cuniculi purificado extraido a partir de orina sin sonicar.
EOS: E. cuniculi purificado y sonicado extraido a partir de orina.
(GAR)-HRP: Immun-Star Goat Anti-Rabbit-HRP

IDM: Instituto Interuniversitario de Investigacion de Reconocimiento Molecular y Desarrollo
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SNC: Sistema nervioso central.

SNP: Sistema nervioso periférico.

SV: Sindrome vestibular.

TL: Test line.

TMB: Tetrametilbencidina.

UPV: Universitat Politécnica de Valéncia.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.



INTRODUCCION
ENCEFALITOZOONOSIS CAUSADA POR ENCEPHALITOZOON CUNICULLI

La encefalitozoonosis es una enfermedad parasitaria sistémica de curso crénico, que afecta
principalmente al sistema nervioso y urinario, provocada por Encephalitozoon cuniculi, un hongo
intracelular obligado miembro del Phylum Microsporidia o microsporidio formador de esporas
(Sak & Kvag, 2022). El principal hospedador de este parasito es el conejo, tanto doméstico como
salvaje. Sin embargo, se han observado infecciones en aves y en un amplio rango de mamiferos
como roedores, perros, gatos, cabras, cerdos, caballos e incluso en humanos inmunodeprimidos
(Javadzade et al., 2021). Al tratarse de una enfermedad que puede transmitirse entre distintas
especies de animales estamos hablando de una zoonosis.

El ciclo bioldgico de E. cuniculi dura de 3 a 5 semanas e implica un hospedador donde madura 'y
se multiplica. La forma infecciosa de este microorganismo es una espora resistente, uninucleada,
con un tamafio medio de 1-3 um con un tibulo polar por el cual la espora inyecta el esporoplasma
en la célula huésped. El esporoplasma se multiplica por fision binaria y se desarrollan los
microsporidios por esporogonia en el citoplasma del huésped o en una vacuola parasitéfora creada
por la espora. Una vez las esporas aumentan en nimero y colonizan el citoplasma, la membrana
celular se rompe y libera las esporas (IVAMI, n.d.).

El principal método de transmision de este parasito es mediante transmision transplacentaria y la
inhalacién o ingestion de esporas presentes en agua, comida 0 secreciones contaminadas
(Javadzade et al., 2021; Sak & Kvac, 2022).

Cuadro clinico de la enfermedad

El cuadro clinico que presenta la encefalitozoonosis es muy diverso, aun en el conejo, su huésped
méas comun. Principalmente los sintomas son a nivel neuroldgico, a nivel renal y a nivel ocular
(Javadzade et al., 2021). Estos sintomas pueden aparecer de forma individual o combinada.

Enfermedades neurolégicas pueden ser consecuencia de la encefalitozoonosis como puede ser el
sindrome vestibular en conejos, caracterizado por andar en circulos, nistagmo y torticolis;
afectando al Sistema Nervioso Central (SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP). También
puede causar ladeo de cabeza, ataxia, convulsiones, paralisis o incontinencia urinaria; y
meningoencefalitis granulomatosa caracterizada por la inflamacion del SNC (Javadzade et al.,
2021; Morsy et al., 2020).

A nivel renal se puede producir insuficiencia renal renal cronica o nefritis intersticial o
granulomatosa (Harcourt-Brown, 2004; Morsy et al., 2020). Es comUn que estas caracteristicas
sean un hallazgo postmortem incluso sin anterior diagnostico de E. cuniculi. Algunos conejos son
polidricos o polidipsicos, lo que provoca incontinencia urinaria (puede ser causada por
manifestaciones neurolégicas o renales). Esto puede provocar infeccidn del tracto urinario, orina
fangosa, urolitiasis o presencia de célculos, incapacidad de levantar los cuartos traseros,
problemas en la columna vertebral, obesidad o artritis.

En relacidon con lesiones oculares causadas por E. cuniculi encontramos cataratas, uveitis e
hipopion con manchas blanquecinas. Puede producirse la ruptura espontanea de la capsula
anterior del cristalino provocando una uveitis granulomatosa zonal. Las afecciones suelen ser
unilaterales, aunque pueden darse casos en ambos 0jos.
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Figura 1. Imagenes de conejos con sintomas de encefalitozoonosis. A: Absceso y uveitis en conejo infectado por E.
cuniculi. B: Ladeo de cabeza en conejo. Imagenes obtenidas via web: https://selvatica.es/encephalitozoon-conejo-
compania/

Infeccidn en humanos

En humanos, E. cuniculi principalmente afecta a inmunodeprimidos y generalmente se ha
asociado con nifios con deficiencias inmunes que presentan enfermedades neuroldgicas. Todos
los contagios confirmados se han descrito en pacientes inmunocomprometidos, la mayoria con
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Sak & Kva¢, 2022), personas con 0Organos
trasplantados o con linfocitopenia T selectiva CD4+ idiopatica; clasificando la encefalitozoonosis
como una enfermedad oportunista ya que no pueden generar una respuesta inmune eficaz contra
E. cuniculi (Kunzel et al., 2008). Los sintomas mostrados son enfermedades renales y
gastrointestinales, o bien trastornos oculares, neuroldgicos o psiquiatricos (Mathis et al., 2005).
Los individuos con un sistema inmune competente infectados por el microsporidio no desarrollan
sintomas y la infeccion se encuentra bajo control inmunitario (Sak & Kvac, 2022).

Agente infeccioso

E. cuniculi ha sido recientemente clasificado en el reino Fungi, aunque en primer lugar fueron
considerados como protistas, debido a la presencia de ribosomas 70S y otras caracteristicas como
la ausencia de mitocondrias y peroxisomas. Sin embargo, debido a comparaciones filogenéticas
de marcadores moleculares, se han definido como eucariotas relacionados con los hongos (Sak &
Kvag, 2022). Sobre todo, porque poseen un nucleo eucariota rodeado de membrana nuclear,
sistema de endomembranas y citoesqueleto. Dentro del reino Fungi pertenece a Phylum
Microsporidia.

Hasta ahora, se han encontrado mas de 1400 especies de microsporidios clasificados dentro de
alrededor 200 géneros (Javadzade et al., 2021). Todos ellos tienen un amplio rango de
hospedadores, tanto vertebrados como invertebrados.

Los microsporidios tienen de los genomas mas pequefios conocido dentro de los eucariotas
(Keeling & Slamovits, 2004), de alrededor 2.9 Mb (E Katinka et al., 2001). Su genoma se reparte
en 11 pares de cromosomas, y contiene aproximadamente 2000 genes codificantes de proteinas
(Pelin et al., 2016). Posee una compactacién genémica que se manifiesta en un reducido espacio
intergénico, con caracteristicas como la ausencia de intrones, bajo nimero de secuencias
repetitivas y muchos genes de copia Unica, etc.

Se han descrito 4 tipos de genotipos para E. cuniculi (1, I, 111y 1V). Cada cepa tiene preferencia
para infectar huéspedes distintos (Sak & Kvac, 2022). Por ejemplo, los humanos pueden ser
infectados por las cuatro cepas distintas, pero los genotipos | y Il son mas comunes. Estos
genotipos han sido detectados en individuos con VIH, receptores de trasplantes de 6rganos o en
pacientes con linfocitopenia T CD4 idiopética. En conejos, el genotipo | es el mas comun,
conocido como la cepa de conejos (Javadzade et al., 2021; Sak & Kvac, 2022). La cepa de raton
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es la cepa Il, y la 11l es conocida como la cepa de perro. En palomas se ha encontrado que los
genotipos | y Il son més comunes.

Estructura infecciosa

La forma infecciosa de E. cuniculi es la espora. El tamafio de éstas son de entre 1-1.5 X 2-2.5 pm
(Franzen, 2004). Carecen de mitocondrias, pero en su lugar presentan organulos Ilamados
mitosomas, que derivan de las mitocondrias (Bigliardi & Sacchi, 2001). Estas esporas son
altamente resistentes, capaces de sobrevivir fuera del huésped durante afios, ya que estan rodeadas
de una pared gruesa de tres capas: una capa externa o exospora compuesta por glicoproteinas, una
capa interna o endospora compuesta por quitina y una membrana plasmética que envuelve el
citoplasma o esporoplasma, que contiene el material infeccioso del parasito.

Este esporoplasma contiene un solo nacleo, una vacuola en la parte posterior, un disco de anclaje
en apice y el polaroplasto, una estructura membranosa que actda en el proceso de inyeccion del
material infeccioso y que esta conformado por el polaroplasto lamelar, membranas aplanadas
dispuestas de forma perpendicular al tubo polar, y el polaroplasto vesicular, estructuras tubulares
situadas en la regién media de la espora. La vacuola posterior se considera como parte del aparato
de extrusidn junto al polaroplasto.

Por otro lado, el tubo polar es un tubo hueco que comienza en el disco de anclaje en el apice de
la esporay se envuelve a la espora en su interior. EI nimero de enrollamientos del tubo polar tiene
importancia taxonémica. En Encephalitozoon da de cinco a once vueltas en una fila simple.

En Encephalitozoon el nicleo es monocarién. estado haploide del micelio del hongo, conteniendo
tipicamente un ndcleo. En otras especies de microsporidio el ndcleo puede ser diplocarion.
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Figura 2. Estructura interna del microsporidio (Franzen, 2004)

Ciclo vital

El ciclo de vida de E. cuniculi comienza cuando la espora infecta la célula hospedadora a través
de la extrusion y penetracion del tubo polar. La duracion completa del ciclo dura entre 3 a 5
semanas (Weiss, 2001).

La germinacién de las esporas es iniciada por un desencadenante ambiental, variable entre
especies. Esta también puede tener lugar in vitro debido a estimulos fisicos o quimicos como



alteraciones en el pH, cambios en la hidratacion, variaciones en las condiciones osmoticas,
presencia de iones 0 exposicion a radiacion ultravioleta o peroxidos. Durante la germinacion se
pueden observar sefiales especificas como la hinchazén de la espora, especialmente del
polaroplasto y la vacuola posterior, como aumento de la presion osmédtica en el interior de la
espora. Estas presentan acuaporinas que transportan el agua a través de la membrana lo que
explica este aumento de la presién osmotica.

Este aumento de la presion de la espora es la responsable de la salida del esporoplasma ya que
provoca la ruptura del disco de anclaje y la descarga del filamento polar por eversién. Una vez el
tubo polar esta descargado, la presion obliga al esporoplasma a salir a través del tubo polar
(Keeling & Fast, 2002).

Hay dos fases distintas en el ciclo vital de los microsporidios: la fase proliferativa o merogonia,
responsable del aumento masivo en nimero de las esporas dentro del huésped, y la fase de
maduracion o esporogonia, donde los esporontes producen esporoblastos que maduran a esporas
(Vivarés y Méténier, 2001).

Fase proliferativa 0 merogonia

Tiene lugar cuando el esporoplasma entra en la célula hospedadora. Las células proliferativas se
denominan merontes. Son células simples y redondeadas, y se desarrollan en el interior del
citoplasma de la célula huésped, y en una vacuola parasitéfora en el caso de Encephalitozoon sp.
La division de produce por fision binaria.

Fase de maduracion o esporogonia

Consiste en el paso de meronte a esporonte. Tiene lugar la formacién de una capa superficial
densa y engrosada, que da lugar posteriormente a la exospora. Los esporontes también se dividen
por fusion binaria y se dividen en esporoblastos. Estos finalmente se convierten en esporas
maduras Yy sintetizan sus organulos
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Figura 3. Representacion esquematica del ciclo asexual de la espora del Encephalitozoon cuniculi. El tubo polar esta
enrollado dentro de la espora protegido por una compleja pared celular. En la regién anterior, el disco de anclaje y la
pila de membranas denominado polaroplasto se muestran después de su extrusion, el tubo polar asegura la entrada del
esporoplasma dentro de una nueva célula huésped. En E. cuniculi, todas las etapas (merogonia y esporogonia) estan
confinadas dentro de una vacuola, la multiplicacion celular se produce por fision binaria y cada esporonte se divide en
dos esporoblastos. La esporogonia siempre implica la formacion de la pared celular y diferentes elementos del aparato
de invasion de la espora (Vivares y Méténier, 2001).




Resistencia ambiental

E. cuniculi y el resto de los microsporidios tienen una gran capacidad de infeccién y una amplia
gama de hospedadores, desde insectos hasta toda clase de vertebrados. Estos expulsan esporas,
principalmente en la orina o excrementos, que contaminan el ambiente. Ademas, la pared de la
espora contiene quitina que le ofrece proteccion frente a condiciones ambientales adversas. Es
por ello, que tienen una gran capacidad de contaminacion (Waller, 1979).

Los microsporidios son resistentes a temperaturas variables. La incubacion de E. cuniculi en
medio de cultivo a 22° durante 16 dias, y a 4° durante 98 dias, ha comprobado que al menos un
porcentaje de esporas siguen siendo infecciosas. Estas también son resistentes a condiciones
desfavorables de pH, congelacion y descongelacion e incubacién en agua destilada.

Diagnostico de la enfermedad

El diagnostico de E. cuniculi es bastante complejo, especialmente en conejos debido a que la
mayoria estan infectados de forma subclinica. Sin embargo, la seroprevalencia es alta a pesar de
la ausencia de sintomatologia clinica. El diagnéstico completo se realiza por la combinacién de
ensayos clinicos, neuroldgicos, oftalmoldgicos, serolégicos, histopatoldgicos y otras técnicas
moleculares.

La encefalitozoonosis es una enfermedad de lento progreso y que los sintomas no son mostrados
en la mayoria de los casos. Por tanto, la deteccién de anticuerpos especificos anti-E. cuniculi (anti-
E. cuniculi) s6lo confirma un contacto previo con el patdgeno aun estando sanos. El diagnéstico
de E cuniculi ha cobrado importancia debido a la salud humana, ya que pacientes
inmunodeprimidos pueden desarrollar enfermedades con gravedad significativa (Kinzel et al.,
2008).

Principalmente las estrategias utilizadas en el diagnostico de E. cuniculi son los ensayos
histopatoldgicos en tejidos o fluidos, seroldgicos como el ensayo por inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA) o Western blot, y analisis moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Kunzel et al., 2008).

Deteccion histopatoldgica en tejidos

Las esporas de E. cuniculi pueden ser detectadas en secciones de tejidos como pueden ser rifiones
o cerebro. La infecciéon también puede extenderse al tracto urinario y a los érganos neuroldgicos.
La identificacién de esporas puede ser en muestras clinicas que incluyen heces, aspirado
duodenal, esputo, biopsias; pero también en fluidos como la orina o el suero.

Este diagnostico se realizaba originalmente por microscopia electronica de transmision, sin
embargo, se han desarrollado técnicas nuevas histoquimicas y de tincién que permiten la
identificacion de esporas por microscopia optica. Tinciones utilizadas son la hemotixilina-eosina,
Gram, Giemsa, Warthin-Starry, aunque las que mejores resultados en la deteccién de estos
parasitos son las que utilizan el cromotropo 2R como colorante base.

La tincién tricromica modificada por Weber et al., (2000) aumenta la concentracion de
Cromotropo 2R, mejord la calidad de deteccién de las esporas, que se observan de un color rosado
claro sobre un fondo verde-azul, con una linea central (tubulo polar) y una zona decolorada
(vacuola posterior). Aunque la desventaja de esta técnica es el tiempo de espera necesario de 90
minutos, a pesar de que existen modificaciones para realizarla en un menor tiempo como la tincion
de Cromotropo rapida (Botero et al., 2004).

Otras tinciones empleadas en la deteccion de microsporidiosis son métodos quimiofluorescentes
como el blanco de calcofluor, Uvitex 2B o fungifluor (Weber et al., 2000). Estos se unen a la
quitina de la endospora, lo que permite su deteccién rapida y facil utilizando microscopio de
fluorescencia que es necesario para la deteccién, y aunque son un poco mas sensibles, pueden

5



unirse a otros microorganismos como hongos y bacterias, comunes en las heces, que pueden dar
lugar a falsos positivos.

Es por ello, que tinciones de ambos tipos deben utilizarse simultaneamente para tener una mayor
certeza a la hora de identificar las esporas, especialmente en infecciones con baja carga
parasitaria.

Deteccion mediante ensayos seroldgicos

La deteccidn de anticuerpos en suero es un método de diagnéstico muy importante de E. cuniculi.
Es la herramienta mas sensible durante la etapa temprana de infeccion. La seroconversion se
puede demostrar al menos 2 semanas antes que las esporas intracelulares en los tejidos y 4
semanas antes de encontrar lesiones histopatolégicas en el rifidn o esporas en la orina. Los titulos
de anticuerpos 1gG pueden persistir durante afios con niveles variables, manteniéndose altos
durante meses y disminuyendo mas adelante.

Se han encontrado tasas de infeccién y anticuerpos anti-E. cuniculi en sueros de conejos con
sintomas al igual que en pacientes aparentemente sanos y asintomaticos, aunque con niveles mas
bajos (Harcourt-Brown, 2004). Por ello se han desarrollado pruebas seroldgicas para detectarlos
eficazmente. Las mas comunes son las técnicas de ensayo por inmunoadsorciéon ligado a enzimas
(ELISA), técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFAT) o métodos de inmunoensayo de
carbono (Toya et al., 2014).

Sin embargo, esta técnica tiene algunos inconvenientes, ya que la seroconversion indica infeccion
crénica pero no que E. cuniculi sea responsable de los signos y sintomas de la enfermedad.
Ademas, un resultado negativo en serologia no descarta que el organismo esté presente y sea
responsable de la enfermedad. También hay que tener en cuenta que resultados positivos en IgG
indican que ha habido infeccion y exposicion a E. cuniculi, pero no la manifestacion de la
enfermedad en ese momento. Los titulos de IgM si son indicativos de que la enfermedad esta en
progreso (Toya et al., 2014). Por lo tanto, un diagndstico definitivo de la enfermedad es
complicado y requiere un estudio complejo.

Deteccion por PCR

El andlisis molecular mas importante y utilizado es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o
PCR para la confirmacion rapida y precisa de la enfermedad. Sin embargo, dependiendo de las
muestras utilizadas puede ser mas o0 menos fiable independientemente de individuos sintomaticos
0 asintomaticos. Muestras de orina o liquido cefalorraquideo son utilizadas para la PCR, pero con
resultados mejorables ya que puede dar lugar a falsos negativos (Toya et al., 2014), sin embargo,
con material del cristalino de conejos con uveitis la PCR tiene una alta sensibilidad. Esto puede
ser debido a una mayor concentracién de esporas en ese tejido que en otros 6rganos o tejidos, 0 a
la presencia de cristales en la orina.

Novedades en el diagnéstico de E. cuniculi

Recientemente, ademas de los métodos de diagndstico presentados anteriormente, ha salido al
mercado un test rapido basado en una tira reactiva que permite la deteccién cualitativa de
anticuerpos especificos de E. cuniculi en sangre (con anticoagulante), plasma o suero de conejo.
Este kit es llamado FASTest® ENCEPH y ha sido desarrollado por la empresa austriaca
Diagnostik Megacor.

Esta prueba se basa en un “principio de sandwich” inmunocromatogréafico. Los anticuerpos contra
E. cuniculi contenidos en la muestra reaccionan en la zona de la almohadilla conjugada con
anticuerpos mdviles monoclonales, conjugados con particulas de oro. Estos complejos
anticuerpos migran a lo largo de la membrana y son captados por antigenos de E. cuniculi fijados



a la membrana, formando una test line. La correcta realizacion del anlisis se evidencia por la
formacidn de una segunda linea control (Diagnostik Megacor, n.d.).

Este test posee una sensibilidad del 98,5% y una especificidad del 100%. Ademas, se trata de un
test de facil uso y rutinario que permite una rapida interpretacion de los resultados tras 10 minutos.

Terapia y control

Las medidas tomadas para el control de la enfermedad dependen de la manifestacion clinica de
esta, debido a que se toman medidas para paliar los distintos sintomas y porque no existe un
protocolo estandar para el tratamiento de conejos con E. cuniculi. Ademas, los individuos
asintomaticos muchas veces no son diagnosticados lo que dificulta el control de la enfermedad.

Sin embargo, en pacientes que desarrollan sindrome vestibular se ha demostrado que tratamientos
con glucocorticoides combinados con enrofloxacina, oxitetraciclina o fenbendazol son eficaces
para la recuperacién de individuos enfermos (Harcourt-Brown, 2004; Kiinzel & Fisher, 2018).

Muchos medicamentos han sido objeto de estudio para el tratamiento de la encefalitozoonosis y
son eficaces antibidticos como la fumagilina o la oxitetraciclina y antiparasitarios como el
tiabendazol o albendazol (Beauvais et al., 1994), considerado como el farmaco mas eficaz contra
microsporidios en humanos. No obstante, presenta numerosos efectos adversos ya que es
embriotéxico y teratogénico.

Un medicamento ampliamente utilizado y que ha demostrado su utilidad es el fenbendazol, tanto
para prevenir como para tratar las infecciones con E. cuniculi. Es otro antiparasitario que junto
con el albendazol son derivados bencimidazélicos cuya diana es la subunidad beta de la tubulina.
El mecanismo de accidn trata de inhibir la divisién de microsporidios al impedir la sintesis de
tubulina, empleada para la division celular en el citoesqueleto. Conejos infectados y tratados con
fenbendazol no hacen seroconversion y no es posible aislar esporas del tejido cerebral. Ha sido
elegido el farmaco de primera linea para el tratamiento de la encefalitozoonosis en conejos, con
una dosis de 20 mg/kg/dia durante 28 dias (Suter et al., n.d.).

Por otro lado, corticosteroides pueden ser utilizados para reducir la reaccion inflamatoria y tratar
los sintomas neuroldgicos asociados a la enfermedad causados por la inflamacion. Sin embargo,
este tratamiento tiene efectos inmunosupresores y puede afectar a los mecanismos de defensa
contra E. cuniculi, especialmente a los linfocitos T vy las citocinas derivadas de ellos. Por tanto,
se necesita un mayor estudio y control del uso de estos farmacos debido a sus efectos
contradictorios.

Es importante controlar la aparicion de signos vestibulares en conejos con encefalitozoonosis. El
diagnostico diferencial mas importante es la otitis media o interna. La extirpacion quirdrgica del
cristalino junto con tratamiento médico ha resultado ser exitoso para conejos con uveitis
facoclastica. Cuanto mas rapido se realice la cirugia, mejores resultados se obtendran.

En cuanto al control, los conejos que se diagnostiquen como seropositivos deben eliminarse y
separarse de laboratorios y colonias de conejos para evitar la propagacion de la infeccion, y llevar
a cabo la desinfeccion de las instalaciones. Las esporas pueden ser eliminadas mediante
tratamientos fisicos o quimicos. Son eliminadas cuando se hierven durante 5 minutos o en
autoclave 10 minutos a 120°C. También se inactivan cuando se someten 30 minutos a la accién
de etanol al 70%, formaldehido al 0.3%, hidroxido de sodio al 1% y perdxido de hidrégeno al
1%.



HIPOTESIS

Establecer un diagndstico clinico de encefalitozoonosis causada por E. cuniculi en conejos
infectados es complejo, ya que es necesario realizar un estudio histopatol6gico para confirmar su
presencia. Existen pruebas seroldgicas para su deteccion, pero son dificiles de interpretar porque
un titulo positivo puede darse tanto en animales expuestos asintomaticos como en animales
sintomaticos. Por lo tanto, hay una necesidad de desarrollar nuevas pruebas de diagnostico
rapidas, sencillas y baratas que proporcionen una informacion clinica de calidad.

OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo de investigacion han sido:

1. Determinar la presencia de E. cuniculi en muestras de conejos infectados utilizando
tinciones para detectar el microsporidio histopatolégicamente.

2. Determinar del mismo modo la presencia de E. cuniculi en muestras de otras especies
para demostrar el potencial zoonético de éste.

3. Comprobar el crecimiento de E. cuniculi en un medio celular.

4. Realizar un estudio estadistico a partir de diferentes aspectos relacionados con la
sintomatologia propia de la encefalitozoonosis.

5. Poner a punto técnicas de inmunoensayo en formato de tira reactiva para su aplicacion en
la deteccion de sintomas de encefalitozoonosis causada por Encephalitozoon cuniculi en
muestras de suero de conejos domésticos.



MATERIAL Y METODOS

Muestras analizadas

El analisis serolégico se realiza a partir de 102 muestras de suero de conejos y otras especies
aportadas por la clinica veterinaria Selvética (Valencia), especializada en animales exoticos. Las
muestras se congelan a -80°C desde su extraccidn hasta que tuvo lugar su analisis. La mayoria se
corresponden con conejos que han presentado sintomas de encefalitozoonosis causada por E.
cuniculi.

Analisis serologico

Se descongelan las muestras y se numeran de acuerdo con la Tabla 2. De cada muestra se recogen
100 uL de cada una de ellas en un microtubo de centrifuga de 1.5 mL, a excepcion de las muestras
33,41, 43, 44, 49, 54, 79 y 90; que se recogen 50 pL por disponer de un menor volumen total. Se
centrifugan 4 minutos a 1600 rpm a 4°C, y se realiza un lavado con tampon fosfato salino (PBS);
se repiten estos pasos una vez mas (Han et al., 2019).

Para el analisis de las distintas muestras de suero se realizan dos tinciones distintas: Calcofluor
white (CFW) y Cromotropo stain trichrome (CST). Con la primera tanda de muestras (1-14) se
realizan dos variaciones de cada una de las tinciones, con el objetivo de ver con qué version de
cada tincion se visualizan mejor los resultados. Con el CST se realiza la tincién estandar y una
version rapida de la tincion mientras que de CFW se hace en seco y en disolucion.

Calcofluor white en seco

Se pipetean 5 pL de cada una de las muestras en PBS y se realiza un frotis en portaobjetos. Se
dejan secar las muestras en la estufa a 60°C. Se fijan las muestras con metanol durante 10 minutos
y se dejan secar al aire (Didier et al., 1995; Green et al., 2000; Luna et al., n.d.).

Se afiade la solucién de Calcofluor white durante 10 minutos. A continuacion, se lava con PBS y
se aflade Evans Blue 30 segundos. Posteriormente se vuelve a lavar con PBS y se dejan secar las
muestras. Se montan los portaobjetos con Eukitt antes de su visualizacion.

Calcofluor white en disolucién

Se prepara una disolucion de CFW 0.2% en PBS. La muestra se diluye en la disolucién de CFW
0.2%, obteniendo una dilucién 1:10 de la muestra en la disolucion de CFW (Luna et al., n.d.).
Esta dilucién se carga directamente en la camara de Neubauer lo que también sirve para realizar
mejor el recuento del parasito.

El recuento se realiza en la camara de Neubauer utilizando un microscopio de fluorescencia.
Teniendo en cuenta las caracteristicas de la camara (superficie del cuadrado: 0.0025 mm? y
profundidad de la camara: 0.1 mm), la cantidad de particulas se calcula segun la férmula:

particulas Particulas contadas

= Dilucié
uL Numero cuadrados * Superficie cuadrado (mm?) « Profundidad cimara (mm) * Dilucitn

Cantidad de

Siendo la superficie del cuadrado de 0.0025 mm? y la profundidad de la cAmara de 0.1 mm.

Chromotrope stain trichrome

En primer lugar, es necesario preparar la solucion de la tincion. Cada 50 mL de CST se preparan
mezclando 3 gramos de Cromotropo 2R junto con 0.075 gramos de Fast Green, 0.35 gramos de
acido fosfotangstico y 1.5 mL de acido acético glacial 100%. Estos componentes se mezclan bien
y se dejan macerar 30 minutos antes de afiadir 50 mL de agua destilada. En todo momento se
protege la solucién de la luz (Degirolami et al., 1995; Didier et al., 1995; Ryan et al., 1993).

Por otro lado, también es necesario preparar alcohol acido. Cada 100 mL, se mezclan 4.5 mL de
acido acético glacial con 95.5 mL de alcohol etilico 90%.

La preparacion de los portaobjetos se realiza con un frotis de 5 pL. de cada una de las muestras.
Se dejan secar las muestras en la estufa a 60°C. Se fijan las muestras con metanol durante 10
minutos y se dejan secar al aire.



A continuacion, se sumergen los portaobjetos en la solucién de CST durante 90 minutos,
protegidos de la luz. Al finalizar este tiempo, se lavan rapidamente con agua destilada y después
con alcohol &cido durante 10 segundos. Tras ello se lava en etanol 95% brevemente, y después se
realizan dos lavados sucesivos con etanol 95% durante 5 minutos. Se realiza un ultimo lavado de
10 minutos con etanol absoluto. Se dejan secar y se montan los portaobjetos con Eukitt antes de
su visualizacion (Degirolami et al., 1995; Ryan et al., 1993).

El recuento se realiza basandose en un criterio de signos: se utiliza un signo negativo para las
muestras en las que no se observa presencia del microsporidio (-) y signos positivos para las
muestras en las que si se observa presencia de la espora: se cuantifica segun lo observado con un
signo (+) para las que la presencia es menor, dos signos (++) para presencia intermedia de ésta y
tres (+++) para las que se observa una mayor presencia de la espora.

Fast chromotrope stain trichrome

Se prepara una solucion decolorante formada por etanol 95% y acetona 5%, en proporcion 1:1.
Se preparan y se fijan las muestras de forma similar al CST convencional (Degirolami et al., 1995;
Ryan et al., 1993).

Tras dejar secar los portaobjetos se tifien en primer lugar durante un minuto con violeta de
genciana, se lava con agua y se afade lugol durante un minuto. Después se afiade la solucion
decolorante y se lava de nuevo con agua. Se afiade la solucion de CST durante 5 minutos (Botero
et al., 2004). Tras este tiempo transcurrido se decolora con alcohol acido 3 segundos y tienen
lugar dos lavados consecutivos con etanol 95% durante 5 minutos cada uno, y un altimo lavado
con etanol absoluto durante 10 minutos (Botero et al., 2004). Se dejan secar y se montan los
portaobjetos con Eukitt antes de su visualizacion.

Analisis estadistico

Se consulta el historial clinico de los animales, principalmente conejos, a los que corresponden
cada una de las muestras en la base de datos Vetaminic, base de datos de la clinica veterinaria
Selvética. Se toman datos respecto la edad y peso de cada animal, sintomas relacionados con la
enfermedad de encephalitozoonosis, el tratamiento recibido por cada uno y si se realizé prueba
de E. cuniculi. Se realiza un estudio estadistico relacionando distintos sintomas mostrados por los
conejos infectados para observar la relacion que hay entre ellos.

A los datos recopilados este afio se les ha afiadido los datos recogidos por Marta Bonillo Ortiz en
el afio 2016 en la clinica veterinaria Selvatica, en un proyecto previo y similar al presente con el
objetivo de aumentar el nimero de muestras.

Cultivos celulares

Tanto las células de rifién canino de Madin-Darby (MDCK) infectadas como las no infectadas se
mantienen en placas de cultivo tisular utilizando el Medio Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM) con 1 g de glucosa/L suplementado con 1% de L-glutamina, 2% de penicilina-
estreptomicina y 10% de suero fetal bovino inactivado. La incubacidn se realiza a 37 °C y 5% de
CO: en una atmosfera humidificada. EI medio se cambia dos veces a la semana aspirando y
sustituyendo por medio fresco (Han et al., 2019b; Visvesvara, 2002).

Las células se cosechan por tripsinizacién (0,25% tripsina/EDTA) cuando la confluencia alcanza
el 70-90%. Para establecer el subcultivo, se afiade 1 mL de las células suspendidas y luego 9 mL
de medio fresco a una placa de cultivo. Las placas de subcultivo se inoculan con esporas de E.
cuniculi que se obtuvieron de la orina y el suero de conejos infectados (Han et al., 2019).

Las muestras de orina y suero se centrifugan a 1.500G y se aspira el sobrenadante. El sedimento
se lava dos veces por centrifugacién en PBS como se ha indicado anteriormente y el sedimento
se inocula en placas de subcultivo. Después de 6 a 8 semanas de subcultivo, se recogen de nuevo
los sobrenadantes del medio de cultivo en tubos de 15 mL, centrifugados a 1500G durante 10
minutos a 4°C. Se descarta el sobrenadante y después se lava con PBS (Han et al., 2019). Se
repiten estos dos pasos otra vez. Se observan las esporas en los sobrenadantes de los cultivos y en
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las células MDCK. La presencia de esporas de los cultivos se confirma mediante tincion con
CFW.

Purificacion del microsporidio

Se recoge en un microtubo 1 mL de orina de conejo afectado por encefalitozoonosis y en otro 1
mL del medio de cultivo celular donde han proliferado las células MDCK con el microsporidio,
con el objetivo de obtener una mayor cantidad de éste. Se centrifugan ambos tubos a 1600 rpm
durante 4 minutos a 4°C, se descarta el sobrenadante y se lava con PBS (Han et al., 2019). Se
repite el lavado dos veces mas. A continuacion, en lugar de afiadir PBS se afiade 1 mL de
Histopaque 1077 y se centrifuga a 2000 x g durante 20 minutos a 4°C (Aguila et al., 1998; Pan et
al., n.d.). Se descarta el sobrenadante y el pellet se resuspende en 1 mL de PBS.

La espora aislada se visualiza por el método de Calcofluor white en disolucion mezclando la
solucion obtenida con la solucién de CFW 0,2% 1:1. EI microsporidio se conserva congelado a
-20°C hasta su posterior utilizacion, tanto el procedente de la orina como el procedente del medio.

Preparacion del extracto de E. cuniculi

Las soluciones con E. cuniculi procedentes de orina y del medio celular se descongelaron a
temperatura ambiente. A continuacion, se separan 0.5 mL de cada microtubo en otros. Este
volumen fue sonicado a 60 W junto con beads de vidrio de 0.5 mm de didmetro utilizando un
sonicador QSonica 55, con el objetivo de obtener un extracto de E. cuniculi lisado para analizar
la unién de los anticuerpos especificos contra las distintas proteinas de la espora (Pan et al., n.d.).

Purificacion de anticuerpos del suero de conejos con encefalitozoonosis

El suero de 7 conejos infectados con encefalitozoonosis y cuyo titulo de anticuerpos especificos
de E. cuniculi es conocido (Tabla 1) se mezcla para obtener una mezcla con titulo 1/1120 de 1gGs.
Se utiliza una columna HiTrap Protein A HP de 1 mL de volumen de gel.

Tabla 1. Muestras de suero y su titulo de IgG anti-E.cuniculi utilizadas para formar una mezcla de 1gGs.

Numero de Historial Nombre del conejo Titulo de IgG anti-E.cun
5129 Kokoro 1/320
9075 Leia 1/320
10493 Cotonet 1/1280
10525 Hachiro 1/1280
7155 Kiss 1/640
2124 Lilo 1/1280
14774 Bigotes 1/1280

En primer lugar, la columna se equilibra pasando 10 mL de PBS, a un caudal de 1,0 mL/min
(aproximadamente 40 gotas/min), utilizando una jeringa de 10 mL. Se evita que entrara aire en la
columna. A continuacién, se carga 1,0 mL del suero en la columna a 1,0 ml/min, utilizando una
jeringa de 1,0 mL. Después, la columna se lava, pasando 5,0 mL de PBS 1X, a un caudal de 1,0
mL/min. Las IgGs retenidas en la columna se eluyen, pasando un volumen total de 4,0 mL de
glicina 0,1 M, pH 2,7 a un caudal de 1,0 mL/min. Se recogen cuatro fracciones de 1,0 mL en
viales eppendorf a los que previamente se han afiadido 50 pL de Tris 1 M, pH 9,0.

Finalmente, la columna se lava primero con 5,0 mL de PBS 1X y luego con 5,0 mL de etanol
20% a un caudal de 1,0 ml/min.

Se mide la absorbancia a 280 nm de las fracciones recogidas, utilizando un espectrofotometro
NanoDrop. Se selecciona la fraccion con mayor contenido de 1gGs, y se introducen 500 pL de
dicha disolucion en el dispositivo de filtracion de 50K. El dispositivo se centrifuga a 14000 rpm
durante 5 min. A continuacion, se vacia el vial eppendorf, se afiade 450 pL de PBS 1X dentro del
dispositivo de centrifugacion, y se vuelve a centrifugar el dispositivo a 14000 rpm durante 5 min.
Se repite esta Ultima operacion una vez mas. A continuacion, se vacia el vial eppendorf y se
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recupera la fraccidn retenida, introduciendo el dispositivo boca abajo (Figura 4) en un vial vacio
y limpio. Se mide el volumen recuperado (1mL) y la concentracion de IgG mediante el NanoDrop
del pool de anticuerpos.

Figura 4. Representacion gréafica de recuperacion de la fraccion retenida en el filtro 50K de anticuerpos.

Ensayo de flujo lateral en tira reactiva para la deteccion de anticuerpos anti-

E. cuniculi.

Se siguen dos estrategias distintas en el desarrollo del ensayo en tira reactiva. Las tiras utilizadas
estan compuestas de nitrocelulosa que permite la adsorcién de proteinas en su superficie (Parolo
etal., n.d.).

Primera estrategia

La primera estrategia se basa en la inmovilizacion de albumina de suero bovino (BSA) en la linea
control (CL) e 1gG humana anti-lgG de conejo (anti-HIgG) en la linea de test (TL). El objetivo
es que la BSA forme un complejo junto a un anticuerpo anti-BSA conjugado a una nanoparticula
de oro (AuNP) mientras que el anti-HIgG forme un complejo con los anticuerpos anti-E. cuniculi
y los epitopos de la espora asociada también a AuNP que son las que permiten la deteccién
colorimétrica.

Conjugacion de los epitopos de la espora y los anticuerpos anti-BSA a las

nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro se han sintetizado por medio del método Turkevich. La union de los
anticuerpos a la superficie de las nanoparticulas de oro ocurre mayoritariamente por enlaces no
covalentes, mediante atraccién ionica entre la carga superficial negativa de las nanoparticulas de
oro y la carga positiva de los anticuerpos, y mediante atraccion electrostatica (Jazayeri et al.,
2016). Para provocar esta unién se afiade 1,5 mL de la solucién de AuNP en un vial y un par de
gotas de tampon borato (0,1 My pH = 9,06) para ajustar el pH de la disolucion. Después se afiade
por un lado el extracto de las esporas sonicado y anticuerpos anti-BSA a una concentracion de 13
pg/mL. Ambas soluciones se incuban a temperatura ambiente y en agitacion durante 1 hora. Tras
este periodo, se centrifugan a 13000 rpm durante 30 minutos a 4°C para eliminar el exceso de
sobrenadante, que se descarta (Parolo et al., n.d.).

Figura 5. Imagen de la incubacion en agitacion de la solucién de AuNP.
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Fabricacion de las tiras reactivas

El proceso de fabricacion de las tiras de flujo lateral comienza con la inmovilizacion de los
reactivos en la nitrocelulosa. Para ello se preparan disoluciones de la anti-HIgG y BSA de
concentracién 1 mg/mL en PBS 1X para la dispensacion en la TL y CL, respectivamente. Esta
dispensacion fue realizada utilizando el equipo BIODOT AD1500. Tras la impresion en las tiras,
se incuban durante 2 horas a 37°C antes de poder ser utilizadas en el ensayo (Parolo et al., n.d.).
Por Gltimo, se afiaden a la tira membranas absorcion de celulosa que nos permite el flujo de la
muestra en la tira, y se cortan tiras de 6 cm de largo por 4 mm de ancho utilizando una guillotina.

Figura 6. Imagen de la impresion de las soluciones de anti-HIgG y BSA en la tira reactiva mediante el equipo
BIODOT AD1500.

Ensayo para la deteccidn de anticuerpos anti-E. cuniculi

En primer lugar, para la dispensacion de muestras en la tira es necesario preparar un tampon de
resuspension que permita el correcto flujo de ésta en la tira. Este tamp6n de resuspension se forma
afiadiendo 2 mL de tampdn borato (20 MMy pH = 7,5) con un 5% de azucar y un 0,5% de Tween-
20. Es Importante destacar la finalidad de la sacarosa y el Tween-20 en el tamp6n de resuspension.
La sacarosa permite la liberacion de la disolucion de conjugado de la membrana de fibra de vidrio
una vez esta se rehidrate al afiadir la muestra en la tira. Sin la cantidad adecuada de sacarosa, la
disolucion de conjugado no fluiria a lo largo de la tira. Por su parte, el Tween-20 es un surfactante
gue evita las interacciones no especificas entre las nanoparticulas conjugadas y la superficie de la
nitrocelulosa. Sin la cantidad adecuada de surfactante, las nanoparticulas conjugadas se adheririan
de manera inespecifica a lo largo de la superficie de la nitrocelulosa, generando una sefial de
fondo visible.

En primer lugar, se comprueba si la CL funciona correctamente. Para ello se afiade en un pocillo
la disolucion de AuNP con anticuerpos anti-BSA en una dilucion 1/8 en tampdn de resuspension,
que permite observar dptimamente la sefial de la CL. Se le afiade PBS en lugar de muestra de
anticuerpos para completar el volumen de 70 pL en el pocillo. Se mete la tira en el pocillo para
gue fluya a lo largo de ella y se espera 10 minutos para la visualizacion de la sefial.

Por otro lado, se comprueba la TL. Se afiade en el pocillo donde se mete la tira lo mismo que con
la CL, pero en este caso utilizando la disolucién de AuNP con la espora, se probaron diluciones
1/8, 1/10, 1/12, 1/20 y 1/100. También se deja 10 minutos en la observacion de la sefial. En la
comprobacion de la TL se utilizé un blanco con PBS, donde no deberia verse la TL marcada al
no haber reconocimiento especifico y una dilucién con una concentracion de 1 pg/mL del pool de
anticuerpos purificados, para ver si hay sefial determinante.
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Sequnda estrateqgia

Esta estrategia por otro lado se basa en la inmovilizacion en la CL de los anticuerpos anti-BSA 'y
en la TL los epitopos de la espora. Mientras que las AUNP se conjugan con BSA para que
interaccione con la CL y con los anticuerpos anti-HIgG que reconoceran los anticuerpos que se
hayan unido especificamente a la espora en la TL de la tira. Con esta estrategia nos evitamos que
los anti-HigG reconozcan los anticuerpos anti-BSA que estan producidos en conejo, dando falsos
positivos y reteniendo los anticuerpos anti-BSA en la TL.

Se conjugan tanto la BSA como los anticuerpos anti-HIgG mediante el mismo procedimiento que
la estrategia anterior, a 13 pg/mL y realizando los mismos periodos de incubacién y
centrifugacion.

Las tiras reactivas también se fabrican del mismo modo, pero en la TL se prueba a fabricar
distintas tiras con distintas concentraciones de espora: 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,8 mg/mL y 1
mg/mL. En esta estrategia se utiliza un filtro de 100 kDa para filtrar el extracto de espora por si
también existia la presencia de anticuerpos. Ademas, a una concentracion de 1 mg/mL se prueba
a utilizar tanto el extracto de la espora sonicada: filtrada y sin filtrar, y el extracto de espora sin
sonicar. Tras la impresion, se incuba, se afiade la celulosa de absorcién y se cortan las tiras.

El ensayo se realiza utilizando el mismo tampon de resuspension y las muestras que se prueban
son tanto del pool de anticuerpos, como diluciones suyas en PBS de concentraciones de 100
pg/mL, 30 pg/mL, 10 ug/mL, 5 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 ug/mL y 0,1 pg/mL. También se prueba
suero de conejo infectado cuya concentracién proteica se mide en el NanoDrop, y diluciones de
1/10 y 1/100 de dicho suero en PBS.

Figura 7. Imagen de las tiras reactivas sumergidas en pocillos con diluciones de AuNP.

Sin embargo, ademas de la composicion de las tiras reactivas y de las disoluciones de AuNP
conjugadas, existe otra diferencia sustancial respecto a la otra estrategia. Esta se lleva a cabo en
dos etapas: la primera se sumerge la tira en la disolucién con la muestra del pool de anticuerpos
anti-E. cuniculi o suero con tampo6n de resuspension durante 10 minutos para que fluya y los
anticuerpos especificos interaccionen con la TL. Tras este periodo de tiempo, la tira se sumerge
en PBS-T para un lavado previo a la segunda etapa en la que la tira se sumerge en distintas
diluciones de la disolucion de AuNP conjugadas con los anticuerpos secundarios: se prueban
diluciones 1/2, 1/8, 1/14 y 1/25 en tampon de resuspension; para asi detectar los anticuerpos
especificos unidos (Brangel et al., 2018). Mientras, la BSA también conjugada con las AuNP
reacciona con la CL. Esta estrategia nos soluciona el problema de retencién de la muestra y lavado
de la tira reactiva, y es eficaz tal y como se muestra en Brangel et al., (2018).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis serologico

En primer lugar, se observan los distintos tipos de tincion en las muestras 1-14 para elegir qué
métodos muestran los resultados méas Optimos para la distincion de la espora y su recuento. Los
resultados obtenidos muestran que el Calcofluor white se observa mejor en disolucion que en seco
y que el Chromotrope stain trichrome estandar obtiene mejores resultados que su versién rapida.

A

Figura 8. Imagenes de las observaciones de las distintas tinciones para elegir las mas adecuadas. A: observacion de la
tincidn con Chromotrope stain trichrome estandar. B: observacion de la tincidén con Fast Chromotrope stain trichrome.
C: observacion de la tincion con Calcofluor white en seco. D: observacion de la tincion con Calcofluor white en
disolucion.

Por tanto, se seleccionan los métodos CFW en disolucién y CST estandar para el analisis del resto
de muestras seroldgicas. En la figura 9 se observan distintas muestras de ambas tinciones.



Figura 9. Imagenes de las observaciones de distintas muestras con las tinciones de CST y CFW. A: observacién de la segunda tanda
de muestras con CST. B: observacién de la segunda tanda de muestras con CFW. C: observacion de la tercera tanda con CST. D:
observacion de la tercera tanda con CFW. E: observacion de la cuarta tanda de muestras con CST. F: observacion de la cuarta tanda
de muestras con CFW.

Los resultados de cada una de las muestras de conejo las clasificamos segtn el nimero de esporas
observadas.
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Tabla 2. Resultados del recuento de E. cuniculi de cada una de las muestras de conejo utilizando las tinciones de CST

y CFW.

MUESTRA N2 HISTORIAL CST CFw MUESTRA N2 HISTORIAL CST CFwW
1 2124 +++ +++ 47 7915 ++ +++
2 14774 +++ +++ 48 7424 + 4+
3 11632 ++ ++ 49 SN + +++
4 10433 ++ +++ 50 7530 ++ ++
5 4860 ++ ++ 51 2426 ++ ++
6 7607 +++ ++ 53 6681 - -
7 9965 +++ + 54 8122 + ++
8 5970 +++ + 56 SN ++
9 10488 +++ ++ 57 5431 ++
10 9260 ++ ++ 58 8095 +
11 9773 +++ ++ 59 8539 ++
13 4497 +++ ++ 60 12639 ++ ++
14 5811 +++ +++ 61 8311 +++ +++
15 11182 + +++ 62 12537 + +++
16 9065 + ++ 63 6959 ++ +++
17 11615 + ++ 64 9899 + +++
18 9878 ++ +++ 65 7958 ++ +++
19 SN ++ ++ 66 10538 ++ ++

20 11365 + ++ 67 7697 + +

21 4401 ++ ++ 68 10706 + ++
22 11201 ++ ++ 69 10575 + ++
23 11046 + ++ 70 10641 + ++
24 8728 ++ ++ 71 4436 ++ ++
25 2603 + + 72 8464 ++ ++
26 10509 ++ + 73 10438 + +++
27 7931 ++ ++ 74 6013 + ++
28 528 + + 75 7723 ++ +++
29 11472 + ++ 76 5455 + +++
30 11196 + ++ 77 9815 ++ ++
31 5742 +++ +++ 79 10678 + ++
32 4318 ++ +++ 80 7557 + ++
33 11154 + +++ 81 9974 ++ +

34 11211 ++ +++ 82 9815 ++ ++
36 10927 ++ ++ 83 10290 + +

37 2226 ++ +++ 84 2091 + +

38 11502 +++ +++ 85 9640 +++ +++
39 11402 +++ +++ 86 10114 ++ ++
40 10687 + ++ 87 10296 + +++
41 9225 + ++ 88 8834 + ++
42 4931 ++ ++ 89 8095 + +

43 6072 ++ +++ 90 2770 ++ +++
45 5742 ++ +++ 91 8093 + +++
46 11209 ++ +++ 92 9466 ++ +++
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93
94
95
96
97
98

MUESTRA N2 HISTORIAL CST CFw MUESTRA N2 HISTORIAL CST CFwW

7175 + ++ 100 9269 + ++
7986 + ++ 101 10084 + ++
528 + + 102 9773 +++ ++
8851 + ++ 104 10284 + ++
9269 + ++ 106 5670 - -
9170 ++ ++ 109 10518

9769 - - 110 10860

99

SN: Sin nimero

Se observa que la tendencia de cada muestra en ambas tinciones se mantiene, con una mayor
deteccidn de esporas con CFW, ya que se trata de un método mas sensible (bibliografia).

Zoonosis

Cabe destacar que la encefalitozoonosis causada por E. cuniculi puede también afectar a otras
especies, aunque el conejo sea el huésped por excelencia y es un claro ejemplo de zoonosis. Por
ello, ademaés de las muestras de conejo se analizaron muestras de otros animales sospechosos de
padecer dicha enfermedad. Estas muestras también fueron recogidas en Selvatica, clinica de
animales exoticos ideal para ver variacion en distintas especies.

Tabla 3. Resultados del recuento de E. cuniculi de cada una de las muestras de animales exdticos utilizando las tinciones
de CSTy CFW.

MUESTRA ESPECIE N2 HISTORIAL  CST CFW
12 Mustela putorius furo 10448 +++ ++
35 Cavia porcellus 8584 ++ ++
44 Cavia porcellus 8850 ++ +++
52 Sus scrofa 7035 + +++
55 Ara ararauna 8362 + +
78 Cavia porcellus 10250 ++  +++

103 Psittacus erithacus 4544 + ++
105 Mustela putorius furo 7623 ++  +++
107 Iguana iguana 10090 +++
108 Agrionemys horsfieldii 9853 ++  +++
112 Psittacus erithacus 10414 - -

113 Ara ararauna 7643 + ++
114 Agrionemys horsfieldii 9534 - -

Se puede observar que E. cuniculi es capaz de infectar a otras especies, aunque no sea tan habitual
encontrarlo como en los conejos.

Analisis estadistico

A continuacion, se comentan los datos obtenidos més significativos de cada uno de los estudios
estadisticos realizados.

Sintomatologias nistagmo y sindrome vestibular

En primer lugar, se realizd un estudio entre conejos que presentan nistagmo y conejos con
sindrome vestibular (SV) (Figura 14). Con este andlisis, se obtuvo que el 100% de los conejos
que padecen nistagmo, presentan simultaneamente sindrome vestibular (Tabla 5). En la Tabla 6
podemos observar también que el p-value es menor de 0,05 (p-value = 0,0000), dato que nos
permite rechazar la hipdtesis nula, ya que existe una relacion ente las variables y por tanto se da
una dependencia entre ambas.
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Grafico de Mosaico para S. Nistagmo segun S. Sind. Vestibular

S. Sind. Vestibular

1 No
= si
£
No
g
1]
Z
%
Figura 10. Gréafico de mosaico para sintoma Nistagmo segin SV
Tabla 4. Frecuencias para Nistagmo segiin SV
No Si Total por Fila
No 64 27 91
58,18% 24,55% 82,73%
Si 0 19 19
0,00% 17,27% 17,27%
Total por Columna 64 46 110
58,18%  [41,82% 100,00%

Tabla 5. Test de independencia para Nistagmo segin SV.

Prueba Estadistico Gl [ Valor-P
Chi-Cuadrada 31,954 1 0,0000

Sintomatologias ocular y sindrome vestibular

Por otro lado, se realiz6 un estudio entre conejos que presentan sintomatologia ocular y conejos
con sindrome vestibular (SV) (Figura 15). Con este analisis, podemos observar las frecuencias de
los conejos que padecen sintomatologia ocular y presentan simultdneamente sindrome vestibular
(Tabla 7). En la Tabla 8 podemos observar también que el p-value es menor de 0,05 (p-value =
0,0327), dato que nos permite rechazar la hipétesis nula, ya que existe una relacion ente las
variables y por tanto se da una dependencia entre ambas.
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Grafico de Mosaico para 8. Ocular segin 5. Sind. Vestibular
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Figura 11. Gréafico de mosaico para sintoma ocular segiin SV

Tabla 6. Frecuencias para S. ocular segiin SV

8. Sind. Vestibular
1 No
= 5i

No Si Total por Fila
No 30 31 61
27,27% 28,18% 55,45%
Si 34 15 49
30,91% 13,64% 44,55%
Total por Columna 64 46 110
58,18% | 41,82% 100,00%

Tabla 7. Test de independencia para S. ocular segln SV.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

4,560

1

0,0327

Sintomatologias rolling y sindrome vestibular

Por otro lado, se realiz6 un estudio entre conejos que presentan sintomatologia de Rolling y
conejos con sindrome vestibular (SV) (Figura 16). Con este andlisis, podemos observar las
frecuencias de los conejos que padecen rolling y presentan simultaneamente sindrome vestibular
(Tabla 9). En la Tabla 10 podemos observar también que el p-value es menor de 0,05 (p-value =
0,0000), dato que nos permite rechazar la hipétesis nula, ya que existe una relacion ente las
variables y por tanto se da una dependencia entre ambas.
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Grafico de Mosaico para S. Rolling segun S. Sind. Vestibular
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Figura 12. Gréfico de mosaico para Rolling segin SV
Tabla 8. Frecuencias para Rolling segiin SV
No Si Total por Fila
No 60 25 85
54,55% 22,73% 77,27%
Si 4 21 25
3,64% 19,09% 22,73%
Total por Columna 64 46 110
58,18%  [41,82% 100,00%

Tabla 9. Test de independencia para Rolling segln SV.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

23,660

1

0,0000

Sintomatologias andar en circulos y rolling

Por otro lado, se realiz6 un estudio entre conejos que presentan sintomatologia de Rolling y
conejos que andan en circulos (Figura 17). Con este analisis, podemos observar las frecuencias
de los conejos que padecen rolling y simultaneamente andan en circulos (Tabla 11). En la Tabla
12 podemos observar también que el p-value es menor de 0,05 (p-value = 0,0015), dato que nos
permite rechazar la hipdtesis nula, ya que existe una relacion ente las variables y por tanto se da
una dependencia entre ambas.
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Grafico de Mosaico para S. andar circulos segun S. Rolling
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Figura 13. Gréafico de mosaico para andar en circulos segun Rolling
Tabla 10. Frecuencias para andar en circulos segin Rolling
No Si Total por Fila
No 83 20 103
75,45% 18,18% 93,64%
Si 2 5 7
1,82% 4,55% 6,36%
Total por Columna 85 25 110
77,27% 22,73% 100,00%

Tabla 11. Test de independencia para andar en circulos segun Rolling

Prueba Estadistico Gl |Valor-P
Chi-Cuadrada 10,096 1 0,0015

Sintomatologias ataxia general y sindrome vestibular

Por otro lado, se realizé un estudio entre conejos que presentan sintomatologia de ataxia general
y conejos con sindrome vestibular (SV) (Figura 18). Con este analisis, podemos observar las
frecuencias de los conejos que padecen rolling y presentan simultaneamente sindrome vestibular
(Tabla 13). En la Tabla 14 podemos observar también que el p-value es menor de 0,05 (p-value
= 0,0005), dato que nos permite rechazar la hipétesis nula, ya que existe una relacién ente las
variables y por tanto se da una dependencia entre ambas.
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Grafico de Mosaico para S. Ataxia General segun S. Sind. Vestibular
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Figura 14. Gréafico de mosaico para ataxia general segin SV
Tabla 12. Frecuencias para ataxia general segin SV
No Si Total por Fila
No 52 23 75
47,27% 20,91% 68,18%
Si 12 23 35
10,91%  |20,91%  |31,82%
Total por Columna 64 46 110
58,18%  [41,82% 100,00%

Tabla 13. Test de independencia para ataxia general segln SV.

Prueba Estadistico Gl |Valor-P
Chi-Cuadrada 12,048 1 [0,0005

Conclusiones

Estas sintomatologias son las que guardan dependencia entre si y, por tanto, las méas relacionadas
entre ellas cuando un conejo esta enfermo de E. cuniculi. Esto tiene una gran importancia ya que
si se observan estos sintomas en conjunto es mas probable pensar que se trata de una
encefalozoonosis. Eso si, cuanto mayor sea la poblacion muestral mas significativo es el estudio
estadistico.

El resto del estudio estadistico completo puede visualizarse en el Anexo |I.

Cultivos celulares

Los resultados de los cultivos celulares se observaron mediante CFW en disolucion, tanto el
cultivo celular como las células lisadas, con el objetivo de comprobar el crecimiento de las células
y de E. cuniculi. Sin embargo, los resultados no fueron concluyentes ya que no se observé un
claro crecimiento de las esporas en el cultivo, como podemos ver en la siguiente figura, por lo
que es probable que para esto sea mas apropiado utilizar otro tipo celular o estudiar otras
cordiciones de cultivo.
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Figura 15. Imégenes de la visualizacion de las células MDCK en distintas condiciones. A: cultivo de células MDCK.
B: observacion de células MDCK sin infectar con CFW. C: observacion de células MDCK infectadas con CFW.

Purificacion del microsporidio

Con la metodologia empleada se consiguié aislar el microsporidio separandolo del resto de
elementos presentes. Para comprobarlo se visualizé con CFW como se muestra en la siguiente

imagen.

h

Figura 16. Imagen de la observacion de las esporas del microsporidio aisladas.

Purificacion de anticuerpos del suero de conejos con encefalitozoonosis

Con la mezcla de 7 sueros de conejos infectados de E. cuniculi se obtuvo un calibrador con un
titulo de 1/1120. Para ver la concentracién de anticuerpos se midi6é con el NanoDrop obteniendo
un resultado de 4,65 mg/mL en la segunda fraccién de la columna, en la que eluye la mayoria de
la proteina.

Tras realizar los lavados con PBS y la filtracion se obtuvo un total de 4,54 mg/mL de anticuerpos
en la mezcla preparada.
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Ensayo de flujo lateral en tira reactiva para la deteccion de anticuerpos anti-
E. cuniculi.

Las concentraciones de proteina medidas en NanoDrop de los distintos extractos fueron los que
se observan en la siguiente Tabla:

Tabla 14. Concentraciones en mg/mL de los distintos extractos de E. cuniculi medidos con NanoDrop.

Extracto CONCENTRACION (mg/mL)
Esporas procedentes de orina sin sonicar (EOP) 6,101
Esporas procedentes de medio sin sonicar (EMP) 5,894
Esporas procedentes de orina sonicadas (EOS) 8,187
Esporas procedentes de medio sonicadas (EMS) 6,257

Los resultados de la primera estrategia seguida no fueron los esperados debido a un falso positivo
ya que los anticuerpos anti-HIgG reconocen los anticuerpos anti-E. cuniculi y los anticuerpos
anti-BSA ya que son producidos en conejo. Sin embargo, se puede observar una clara diferencia
de intensidad de la sefial entre el blanco con el ensayo el pool de anticuerpos 1 pg/mL, como se
puede ver en la Figura 17. Esto es debido a un reconocimiento de las IgG anti-E. cuniculi y anti-
BSA, mientras que en el blanco solo se reconoce las anti-BSA en la TL. Indica que si existe
reconocimiento especifico entre los anti-E. cuniculi y los epitopos de espora conjugados a las
AuNP, aunque este resultado no es concluyente ademas de que el principio para desarrollar la tira
reactiva no es el adecuado.

A

0 ng mL? 1000 ng mL!
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Figura 17. Medida de la intensidad de sefial en la TL de las tiras reactivas utilizando la primera estrategia. A: Imagenes
de las tiras reactivas sumergidas en blanco (0 ng/mL) y en muestra de anticuerpos (1000 ng/mL). B: Gréafico de barras
de la intensidad de linea en las tiras de blanco y con muestra, donde se puede observar la diferencia entre ambas.

Es por eso por lo que se valord el estudio de la segunda estrategia, mas adecuada para la
elaboracién de la tira reactiva. En un principio se realiza también en una sola etapa con las AUNP
conjugadas a BSA vy anti-HIgG, y la muestra de pool de anticuerpos procedente del suero de
conejo. Sin embargo, se observa que a la altura del pocillo se queda retenida gran parte de la
muestra debido a la falta de un lavado de la tira y de surfactante adecuado junto con la muestra.
Para que la muestra de anticuerpos fluya correctamente, se realiza en dos etapas en la que la
primera fluye los anticuerpos con tampdn de resuspension para que reconozcan la espora que se
encuentra en la nitrocelulosa, mientras que en la segunda etapa se pone sumerge la tira en distintas
diluciones de AuNP para revelar la unién. Entre ambas etapas se realiza un lavado de la tira
utilizando PBS-T para eliminar los anticuerpos que no interaccionen con la espora para que no
interfieran con la sefal.

En primer lugar, el ensayo se realiza en las tiras impresas de 0,2 y 0,4 mg/mL de espora. Sin
embargo, en los resultados no se llega a ver sefial en la TL para ninguna de las concentraciones
de anticuerpos y de solucidn de AuNP estudiadas, a excepcion de latira de 0,4 mg/mL de espora,
5 ug/mL de muestra de anticuerpos y una dilucion 1/8 de AuNP en tampon de resuspension. ESto
cuadra con que la CL cada vez que se disminuye la concentracion de muestra marcaba una sefial
mas clara. Estos resultados se pueden interpretar por el llamado “hook effect”. Este efecto nos
dice que si existe una alta concentracion de muestra puede no dar sefial debido al impedimento
estérico de la gran cantidad de anticuerpos, en tira reactiva asociado a la no aparicion de la TL y
la menor sefal de la CL.

Por tanto, al aparecer una sefal débil se piensa que es “hook effect” y se probaron diluciones de
muestra de anticuerpos aun mas pequerias sin obtener resultados satisfactorios. También se varian
distintas concentraciones de AUNP conjugadas y se fabricaron las tiras con mayores
concentraciones de espora. Ademas, se prueba la espora sonicada y filtrada, la espora sonicada y
no filtrada y la espora sin sonicar, por si el reconocimiento no era el adecuado, pero ninguna de
las sefiales dio los resultados esperados en la TL.
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Figura 18. Medida de la intensidad de sefial exponencial en las tiras reactivas. A: Imagen de las tiras en las que se
observa la creciente intensidad, excepto en la ultima, esto es debido al “hook effect”. B: Representacion gréafica de la
sefial de reconocimiento utilizando las cinco tiras para observar el “hook effect”.

Es por ello por lo que es necesario un estudio con mayor profundidad a la hora de optimizar el
proceso para poder desarrollar una tira reactiva que permita diagnosticar E. cuniculi en suero. Un
factor determinante puede ser la baja sensibilidad de estos métodos diagndéstico en comparacion
con otros, principalmente por la presencia de anticuerpos no especificos en las muestras que
interfieren con la sefial.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas de este Trabajo Fin de Grado son las siguientes:

1. El estudio seroldgico realizado mediante las tinciones Chromotrope stain trichrome
(CST) y Calcofluor White (CFW) demuestra la necesidad de utilizar diferentes técnicas
para determinar la presencia del parasito, sobre todo, en animales portadores y
asintomaticos, ya que estos resultan seronegativos en muchas ocasiones, pero pueden
excretar las esporas a través de la orina y/o heces.

2. Lalinea celular MDCK es adecuada para la amplificacion de E. cuniculi, sin embargo,
seria interesante probar otras lineas celulares con el fin de mejorar la amplificacién.

3. Elestudio estadistico muestra que gran parte de la sintomatologia de la encefalitozoonosis
es dependiente entre si.

4. Se debe optimizar el desarrollo de las tiras reactivas para la deteccion de E. cuniculi para
mejorar el diagnostico de la encefalitozoonosis que afecta a conejos y otros animales,
incluso pudiendo afectar a humanos inmunodeprimidos.

En conclusidn, la encefalitozoonosis es una enfermedad que cursa con sintomatologia muy
diversa y, en muchos casos, los individuos son asintomaticos por lo que no se identifica
correctamente la patologia. Generalmente, el diagnostico de la enfermedad es realizado por
técnicas seroldgicas como el ELISA o IFAT, lo que en muchas clinicas dificulta su diagnostico
siendo necesario el envio de las muestras a otros laboratorios cada vez que se sospecha de un caso
de encefalitozoonosis. Es necesario el desarrollo de métodos rapidos, como los descritos en este
trabajo, para mejorar el diagndéstico de la enfermedad a nivel clinico y reducir su impacto, debido
a su potencial zoonético.
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ANEXO |

Analisis estadisticos no significativos de la
sintomatologia de la encefalitozoonosis
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Sintomatologias ocular y sindrome vestibular

S. Ocular

Grafico de Mosaico para S. Ocular segun S. Rolling

S. Rolling
T No
3 s;j
No
Si
Figura 19. Gréafico de mosaico para S. ocular segun Rolling
Tabla 15. Frecuencias para S. ocular segin Rolling
No Si Total por Fila
No 47 14 61
42,73% 12,73% 55,45%
Si 38 11 49
34,55% 10,00% 44,55%
Total por Columna 85 25 110
77,27% 22,73% 100,00%

Tabla 16. Test de independencia para S. ocular segin Rolling

Prueba

Estadistico Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

0,004 1

0,9502
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Sintomatologias andar en circulos y sindrome vestibular

S. andar circulos

Gréafico de Mosaico para S. andar circulos seglin S. Sind. Vestibular

S. Sind. Vestibular
1 No
3 sj

No
Si
Figura 20. Gréafico de mosaico para S. andar en circulos segin SV
Tabla 17. Frecuencias para S. andar en circulos segiin SV
No Si Total por Fila
No 62 41 103
56,36% 37,27% 93,64%
Si 2 5 7
1,82% 4,55% 6,36%
Total por Columna 64 46 110
58,18%  [41,82% 100,00%

Tabla 18. Test de independencia para S. andar en circulos segin SV

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

2,694

1

0,1007
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Sintomatologias ataxia en extremidades posteriores y sindrome vestibular

S. Ataxia Extr. Post.

Grafico de Mosaico para S. Ataxia Extr. Post. segliin S. Sind. Vestibular

No

Si

S. Sind. Vestibular
[ No
3 sj

Figura 21. Gréafico de mosaico para S. ataxia en extremidades posteriores segin SV

Tabla 19. Frecuencias para S. ataxia en extremidades posteriores segiin SV

No Si Total por Fila
No 57 39 96

51,82% 35,45% 87,27%
Si 7 7 14

6,36% 6,36% 12,73%
Total por Columna 64 46 110

58,18%  [41,82% 100,00%

Tabla 20. Test de independencia para S. ataxia en extremidades posteriores segin SV

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

0,441

1

0,5065

35




Sintomatologias ataxia en extremidades posteriores y Rolling

S. Ataxia Extr. Post.

Grafico de Mosaico para S. Ataxia Extr. Post. segun S. Rolling

No

Si

Tabla 21. Frecuencias para S.

S. Rolling
T No
@ sij

Figura 22. Gréafico de mosaico para S. ataxia en extremidades posteriores segtn Rolling.

ataxia en extremidades posteriores seguin SV

No Si Total por Fila
No 74 22 96

67,27% 20,00% 87,27%
Si 11 3 14

10,00%  |2,73% 12,73%
Total por Columna 85 25 110

77,27%  [22,73% 100,00%

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

0,015

1

0,9012
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Tabla 22. Test de independencia para S. ataxia en extremidades posteriores segtin Rolling.




Sintomatologias ataxia general y Rolling

S. Ataxia General

Grafico de Mosaico para S. Ataxia General segun S. Rolling

S. Rolling
T No
3 s;j
No
Si
Figura 23. Gréafico de mosaico para S. ataxia general segun Rolling.
Tabla 23. Frecuencias para S. ataxia general segin Rolling.
No Si Total por Fila
No 61 14 75
55,45% 12,73% 68,18%
Si 24 11 35
21,82% 10,00% 31,82%
Total por Columna 85 25 110
77,27% 22,73% 100,00%

Tabla 24. Test de independencia para S. ataxia en extremidades posteriores segin Rolling.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

2,213

1

0,1368
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