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Resumen

En este momento se conocen 17 especies de microsporidios patdégenas de humanos,
causando problemas gastrointestinales autolimitados en la mayoria de afectados, pero
con la posibilidad de cronificacion y de diseminacién a otros érganos en personas
inmunodeprimidas, en las que puede desarrollarse una patologia grave.

Dado que en Espafia no se ha hecho ningun estudio sobre prevalencia de estos parasitos
en roedores y que en Canarias solo consta uno realizado en humanos, se ha realizado
una busqueda bibliografica de los ultimos articulos en estos animales para conocer la
situaciodn actual y evaluar su papel como posibles reservorios asi como el potencial de
los microsporidios como agente zoondtico, atendiendo a aspectos como la relacién
entre el hospedador y el huésped, los métodos y muestras utilizados para el diagndstico
y la extrapolacidn a las especies habitantes de Canarias.
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Abstract

At the moment, 17 microsporidia species are known as pathogen for humans, causing
auto limited gastrointestinal problems in most of cases, with the possibility of
chronification and dissemination to another organs in immunosuppressed people,
which can develop severe disease.

Given that there is no research about the prevalence of these parasitic in rodents in
Spain and there is just one in the Canary Islands concerning humans, a bibliographic
search has been done looking for the last papers about these animals to know the actual
situation and to evaluate their labour as possible reservoirs as well as their and the
performance of the microsporidia as zoonotic agent, attending aspects like the
relationship between host and guest, diagnostic test and samples utilized and
extrapolation to resident canary species.
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Introduccion

Los microsporidios son un amplio grupo de parasitos intracelulares distribuidos por todo
el mundo que infectan a una gran variedad de animales, incluyendo a los humanos (CDC,
2019). El primer informe sobre microsporidios data de 1838 en el que se reportd su
presencia en peces y posteriormente se observd en insectos como causa de la pebrina,
una enfermedad de los gusanos de seda que afecté negativamente a la industria de la
seda en Europa. A dia de hoy la clasificacién taxondmica no esta del todo clara y los
investigadores han propuesto diferentes clasificaciones a lo largo de la historia
encasillandolos como algas unicelulares, levaduras, o células tumorales; actualmente se
les considera relacionados con los hongos y protistas (Faisal y Bokhari, 2020).

Aunque la infeccién en humanos se conoce desde la década de 1950, fue a partir de
1985 y la mejora de los métodos de diagndstico cuando empezd a ganar importancia
entre la poblacién inmunodeprimida como los enfermos con VIH o trasplantados, en los
cuales los microsporidios se comportan como patdégenos oportunistas (Han y Weiss,
2017). De las 17 especies consideradas patégenas para los humanos Enterocytozoon
bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon cuniculi y Encephalitozoon
hellem son las mds frecuentes tanto en personas como en animales, lo que supone un
problema de salud publica por su potencial zoondtico (Weiss y Becnel, 2014).

Transmision y clinica

La via de transmisién principal en humanos es la ingesta de agua o alimentos
contaminados con las esporas del pardsito excretadas por individuos infectados a través
de la orina o las heces (Stentiford et al., 2016). Una vez dentro del organismo los
microsporidios usan una estructura caracteristica llamada filamento polar para inyectar
su contenido (esporoplasma) en el citoplasma de la célula hospedadora. A partir de este
esporoplasma se desarrolla una célula multinucleada que dard lugar a multitud de
nuevas esporas, que seran liberadas tras la lisis de la membrana plasmatica (Faisal et al.,
2020) (figura 1).

Los sintomas de la microsporidiosis varian segun la especie del patégeno involucrada y
el estado del sistema inmune del hospedador. Lo mas frecuente es un cuadro intestinal
con diarrea, dolor abdominal y pérdida de peso en pacientes inmunodeprimidos y una
diarrea autolimitada de menos de un mes de duracién en individuos sanos (Didier y
Weiss, 2011). Mientras que las infecciones por E. bienusi suelen permanecer en el
sistema digestivo, el género Encephalitozoon tiende a diseminarse por el organismo y
causar otras patologias segln el tejido afectado como queratitis, hepatitis o encefalitis
(Didier, 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stentiford%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26796229
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Didier%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21844802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weiss%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21844802
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Enterocytozoon bienusi y Encephalitozoon spp. La principal diferencia entre las especies
es la localizacion en el organismo del hospedador y la presencia o ausencia de vacuola parasitéfora. (CDC, 2019).

Diagnadstico y tratamiento

La microscopia dptica es la técnica mas utilizada para la identificacién de microsporidios
en muestras de tejido, fluidos o heces; utilizando tinciones selectivas como el calcofluor,
el cromotropo 2R o anticuerpos marcados con fluorescencia que faciliten la
diferenciacién (figura 2). Este método requiere de personal especializado pues el
pequeiio tamafio de las esporas (1-5 micras) dificulta su visualizacion, ademas de que
pueden confundirse con otros microorganismos no patdgenos presentes de forma
natural como bacterias o levaduras de la microbiota intestinal si se trata de una muestra
de heces. Por otro lado, la microscopia electrdnica se presenta como el método de
referencia puesto que, a diferencia de la microscopia éptica, permite la identificacion a
nivel de especie segun las caracteristicas morfoldgicas, aun asi, es una técnica de coste
elevado que requiere de un equipo que no suele estar presente en la mayoria de
laboratorios (Thellier y Breton, 2008).

Figura 2. Microsporidios bajo microscopia. Izquierda: E. cuniculi en biopsia de rifion con tincion tricromica modificada
de Ryan. Centro: microscopia electronica de transmision de E. bienusi, las flechas sefialan los cortes del filamento
polar. Derecha: microscopia electrénica de barrido de una espora de microsporidio con el filamento polar extendido.
(CDC,2019).



El diagndstico molecular, como la PCR, también puede utilizarse para la identificacion
de especies con una sensibilidad mayor que la microscopia y con la ventaja de poder
analizar varias muestras simultaneamente. Los genomas de la mayoria de las especies
gue afectan a los humanos son conocidos y los primers para los genes del rRNA han sido
evaluados en multiples estudios (Ghosh y Weiss, 2009).

Por ultimo, se han testado técnicas seroldgicas para la deteccidon de anticuerpos tanto
IgG como IgM, sobre todo con ELISA o inmunofluorescencia indirecta. La imposibilidad
de diferenciar entre una infeccién reciente o pasada junto con una menor sensibilidad
respecto a los métodos moleculares hacen que no sean Utiles para el diagndéstico de la
microsporidiosis, aunque puede ser utilizada con fines epidemioldgicos para exdmenes
de seroprevalencia en la poblaciéon (Hany Weiss, 2018)

No hay un tratamiento especifico para la infeccidon por microsporidios, varios ensayos
han utilizado antifungicos y antihelminticos como la fumagilina (usada contra la
microsporidiosis por Nosema apis en abejas), el itraconazol o el albendazol con
diferentes resultados. En la mayoria de los casos el tratamiento consiste en paliar los
sintomas de deshidratacion por la diarrea con sueroterapia, suplementacién nutricional
e inhibidores de la motilidad intestinal, ademas de asegurar el seguimiento de la terapia
antirretroviral en los pacientes con VIH (HHS, 2020).

En Canarias se realizé un estudio sobre la presencia de microsporidios en humanos y se
identifico la especie E. bienusi en muestras de pacientes (Abreu Acosta et al., 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30336698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weiss%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30336698

Hipotesis y objetivos

Considerando el cardcter zoondtico de los microsporidios y su deteccidon previa en
humanos de Canarias, se realizd una revisiéon y analisis de articulos enfocados en
roedores como reservorios de microsporidios. En un principio se habia planteado como
un trabajo experimental para la busqueda de microsporidios en roedores de Canarias,
pero debido a la situacién de alerta causada por la COVID - 19, los ensayos no se
pudieron finalizar. Como objetivos concretos se plantean los siguientes:

e Establecer las relaciones entre las especies de microsporidios y sus
hospedadores, y analizar el grado de especificidad.

e Extrapolar los datos obtenidos sobre las especies de microsporidios presentes en
roedores, a las especies de roedores de las Islas Canarias.

e Evaluar el riesgo de transmisién a humanos y su implicacidn para la salud publica.

Material y métodos

Se realizd una busqueda de articulos en la base de datos de libre acceso PubMed. Los
términos de busqueda utilizados fueron “microsporidia” y “rodents” y se limitd a
publicaciones fechadas hace menos de diez afios para tener datos recientes. Se
seleccionaron estudios realizados sobre poblaciones animales salvajes de Europa o
Africa por su cercania a Canarias y, por lo tanto, su mayor posibilidad de compartir
especies. Tras la lectura de los resimenes y comprobar que se cumplian estos criterios
se procedid al analisis del texto completo.

Los datos obtenidos se tabularon para facilitar su comparacion y separaron segun el afio,
pais, especies estudiadas, tipo de muestra, método diagndstico, y prevalencia (tabla 1).

Ademas, el laboratorio cuenta con muestras de roedores de tres Islas Canarias: Tenerife,
Lanzarote y El Hierro, obtenidas en mayo de 2018, octubre de 2018 y febrero de 2019
respectivamente. Se capturaron un total de 96 individuos: 50 ratas (Rattus rattus y
Rattus novegicus) y 46 ratones (Mus musculus) utilizando trampas de vivo con cebo tipo
Ferrolan. Tras la identificaciéon de la especie, sexo y busqueda de ectoparasitos los
roedores fueron sacrificados con didxido de carbono y diseccionados, obteniéndose el
contenido intestinal de cada uno de ellos ademas de distintos tejidos para otros estudios
llevados a cabo en el laboratorio. Todos estos procedimientos fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Investigacién y de Bienestar Animal (CEIBA) de la Universidad de
La Laguna. El objetivo inicial de esta recoleccion fue la busqueda de microsporidios en
las heces de los roedores de las Islas mediante microscopia éptica y PCR, pero debido al
estado de alerta por COVID — 19 y el cierre de los centros universitarios, no se pudo
llevar a cabo.



Resultados y discusion

Se encontraron 6 articulos que cumplian con los criterios de seleccién establecidos: 4
realizados en Europa Central, uno en Reino Unido y uno en Egipto (tabla 1), ademas se
encontraron varios estudios sobre roedores en Asia concretamente en China y Japén
(Deng et al., 2018; Tsukada et al., 2013 entre otros), aparte de multitud de articulos
sobre la prevalencia en otras especies animales como: perros y gatos (Dashti et al.,
2019), cerdos (Luo et al., 2019) o conejos (Morsy et al., 2020).

Las especies de microsporidios estudiadas son principalmente E. bienusi (3) y E. cuniculi
(5), ademas de E. intestinalis en el articulo de DaniSova et al. (2015) y E. hellem en el de
Sak et al. (2011); todas con capacidad para infectar a humanos. Estos dos estudios hacen
una comparativa entre las prevalencias de distintas especies de microsporidios en Mus
musculus con una diferencia notable entre ambos, 0,35%-1,07% frente a 6,8%-16,7%
respectivamente. Ademas, en el primer articulo se observa una mayor frecuencia de E.
bienusi mientras que en el segundo la especie predominante es E. cuniculi, aunque en
ningun caso se hace un estudio estadistico para determinar si esta disparidad es
significativa o debida al azar. Estos datos, junto con los relativos a M. musculus de Perec-
Matysiak et al. (2015) son los que mas relacién podrian tener con la situacién de
Canarias, al estudiar la misma especie de roedor que se puede encontrar en las islas, es
importante mencionar que ningun articulo se realiza sobre otras especies del
archipiélago como Rattus rattus o Rattus norvegicus (figura 3). Los datos entre
diferentes estudios no son comparables debido a las variaciones entre los mismos: zona
de muestreo, especies de hospedador y huésped, método diagndstico, etc.

Segun el Banco de Datos de Biodiversidad de Canarias (Biota, 2020) las especies de
roedores de las Islas corresponden con las encontradas por el equipo del laboratorio: R.
rattus, R. novergicus y M. musculus (figura 3). También se puede encontrar a la ardilla
moruna (Atlantoxerus getulus) y el raton de malpais (Malpaisomys insulares) en las islas
mas orientales. Por esta razén se dificulta la extrapolacion de los datos de articulos de
Meredith et al. (2013) y Perec-Matysiak et al. (2019) que estudian géneros roedores
diferentes como Apodemus o Myodes.

. i
2 Juan Luis Rodriguez

Figura 3. Mus musculus (izquierda) y Rattus rattus (derecha), las especies de roedores mds frecuentes de Canarias.
(Biota, 2020).



Ademas, los microclimas de Canarias no son comparables con las zonas de Europa
estudiadas, en las cuales el clima es templado y humedo con grandes extensiones
boscosas. Las zonas dridas alejadas de las poblaciones humanas de las islas como el sur
de Tenerife, Fuerteventura o Lanzarote, cuentan con una densidad de poblacién de
roedores mas baja y, por lo tanto, deberian tener indices de prevalencia de
microsporidios menores, ya que estos requieren de un contacto estrecho entre los
animales para la parasitaciéon debido a su via de transmisidn principal (contacto con
secreciones y heces), de esta manera, no se podria establecer una relacién a priori entre
los datos obtenidos de estudios europeos y los datos de poblacién de roedores en esas
zonas de las islas aunque las especies capturadas sean las mismas. Si bien, es conocida
la alta resistencia de las esporas a condiciones adversas como temperaturas extremas,
salinidad, variaciones del pH o deshidratacion (Faisal et al, 2020), lo que podria igualar
las diferencias entre las tasas de infeccion de las zonas de mayor y menor densidad de
poblacion. El articulo de Abu-Akkada et al. (2015) realizado en Egipto podria ser una
mejor aproximacion por las condiciones climatoldgicas del pais, semejantes a esas zonas
de las islas, sin embargo, los animales obtenidos provenian de centros veterinarios o
granjas y no de capturas en la naturaleza, lo que supone una diferencia importante a la
hora de establecer la prevalencia en individuos silvestres.

En cuanto a las técnicas diagndsticas empleadas observamos que 5 de 6 articulos utilizan
diversos métodos de PCR sobre heces, orina o bazo para la deteccidn de los parasitos
mientras que en dos casos se realiza una deteccidon de anticuerpos en sangre por
diferentes técnicas. Abu-Akkada et al. (2015) hace una comparativa entre los
porcentajes de prevalencia obtenidos mediante serologia y deteccién de ADN y concluye
gue la deteccién de anticuerpos ofrece informacidon mas fiable sobre la prevalencia de
E. cuniculi en animales que los métodos moleculares. Este articulo es el mas completo
en cuanto a rango de especies pues, ademds de comparar datos de ratas de laboratorio
y ratas salvajes (con un mayor numero de resultados positivos sobre las ultimas),
también incluye animales de ganaderia y mascotas: vacas, cabras, bufalos, conejos,
perros y ovejas (sin concretar la especie de ninguno de ellos).

Los estudios de Perec-Matysiak et al., de 2015 y 2019, que analizaron muestras tanto de
bazo como de heces mediante PCR anidada, detectaron un mayor porcentaje de
positivos en heces, lo que lleva a pensar que los microsporidios son capaces de expulsar
esporas al entorno, aunque el organismo del hospedador sea capaz de controlar la
infeccion. Estos articulos no comentan el estado de salud aparente de los roedores por
lo que en los casos de infecciones sintomaticas esta diferencia entre las muestras podria
variar.

De los 96 casos positivos detectados en el estudio de Sak et al. (2011), seis ratones
mostraron coinfeccion, en los cuales E. bienusi coexistia con E. cuniculi o con E. hellem.
Aun asi, ningln animal presentaba signos de microsporidiosis, concluyendo que la
presencia de distintas especies dentro del mismo hospedador es posible, aunque no
muy frecuente, y que ademads no parece aumentar el riesgo de padecer la enfermedad
en roedores. Este articulo es el Unico junto con el de DaniSova et al. (2015) que investiga
varias especies de microsporidios a la vez, pero este Ultimo no aporta datos sobre
coinfecciones encontradas.



Tabla 1. Datos obtenidos. a) entre paréntesis se indica el numero de individuos del estudio, b) entre paréntesis se muestra el numero de ensayos positivos,

c) los valores subrayados representan los positivos por PCR.

Articulo

Danisova et al.,
2015. Eslovaquia

Perec-Matysiak et
al., 2015. Polonia

Meredith et al.,
2013. Inglaterra 'y
Escocia

Perec-Matysiak et

al., 2019. Polonia,

Republica Checay
Eslovaquia.

Abu-Akkada et al.,
2015. Egipto.

Sak et al., 2011.
Alemaniay
Republica Checa.

Especie?

Mus musculus (280)

Apodemus agrarius (184)
Apodemus flavicollis (60)
Mus musculus (21)
Myodes glareolus (46)

Myodes glareolus (178)
Microtus agrestis (312)
Apodemus sylvaticus (303)
Zorro (96)

Felis silvestris catus (27)

Apodemus agrarius (203)

Apodemus flavicollis (149)

Apodemus sylvaticus (45)
Myodes glareolus (68)

Vaca (64)
Bufalo (56)
Oveja (22)
Cabra (31)
Conejo (73)
Perro (20)
Rata (58, 30 laboratorio)

Mus musculus musculus
(127)
Mus musculus domesticus
(162)

Muestra

Heces

Heces

Bazo

Suero

Heces

Bazo

Suero

Orina

Heces

Técnica diagndstica

PCR en tiempo real

PCR anidada

Deteccion de anticuerpos
por aglutinacion directa

PCR anidada

Deteccidn de anticuerpos
mediante
inmunofluorescencia y
ELISA indirectas

PCR estandar

PCR anidada

Prevalencia®

E. bieneusi 1,07 % (3)
E. cuniculi 0,35 % (1)
E. intestinalis 0,35% (1)

E. bienusi:
A. agrarius 42,9 % (79)
A. flavicollis 30% (18)
M. musculus 28,6% (6)
M. glareolus 39,1% (18)

E. cuniculi:

M. glareolus 10,7% (19)
M. agrestis 5,8% (18)
A. sylvaticus 1% (3)
Zorro 44,7% (21)

F. s. catus 0%

E. cuniculi:
A. agrarius 16,7% (34)
A. flavicollis 18,1% (27)
A. sylvaticus 13,3% (6)
M. glareolus 4,4% (3)

E. cuniculi:

Vaca 28,1% (18) 5,7% (2)
Bufalo 46,4 (26) 4,4% (2)
Oveja 9% (2)
Cabra 67.7% (21)
Conejo 41% (30) 2,8% (1)
Perro 40% (8)

Rata 36,2 (21)

E. bienusi:
M. m. musculus 11% (14)

M. m. domesticus 10,5% (17)

E. cuniculi:
M. m. musculus 14,2% (18)

M. m. domesticus 16,7% (27)

E. hellem:
M. m. musculus 11,8% (15)

M. m. domesticus 6,8% (11)




Meredith et al. (2013) no observd diferencias significativas entre sexos mientras que
Abu-Akkada et al. (2015) descubrié una mayor prevalencia en hembras y Sak et al.,
(2011) en machos, solo en el subgénero M. m. musculus. Por otro lado, tanto Meredith
et al. (2013) como Abu-Akkada et al. (2015) coinciden en que la prevalencia aumenta
con la edad de los animales de estudio debido principalmente al desarrollo del sistema
inmune con la madurez, pues ambos estudios se centran en la deteccidn de anticuerpos.

Es interesante destacar un aspecto discutido en el articulo de Meredith et al. (2013) en
el cual no solo analiza roedores sino también dos especies depredadoras (gatos y zorros)
con una diferencia drdstica entre ellas. Mientras que ningun gato del estudio dio
resultados positivos en serologia, un 44,7% de zorros presentd anticuerpos frente a
E. cuniculi, un porcentaje mucho mayor que en los roedores analizados, en los que la
mayor prevalencia fue del 10,7% en Myodes glareolus. Los autores discuten en el
articulo si es posible una bioacumulacién debido a la ingesta de animales infectados, lo
que da indicios de una nueva via de transmisidn posible aparte de la contaminacién de
alimentos con heces u orina o el contacto directo con estas secreciones. Por otro lado,
la ausencia de anticuerpos en los gatos remarca esta idea pues su habitat mas cercano
al humano y el menor contacto con ratones silvestres dificulta la infeccién, pues todas
las muestras de gatos fueron obtenidas de clinicas veterinarias, aunque es cierto que el
tamafio muestral es menor en comparacion con el resto de los animales (27 de 916) con
el error estadistico que eso conlleva.

Todos los autores coinciden en remarcar la importancia de los roedores como
reservorios de microsporidios, pues favorecen la propagacion del pardsito tanto a otros
animales como a humanos, con los problemas en términos de salud publica que ello
supone, aungque ningun articulo sefiala medidas de prevencidon para evitarlo. Esta
situacion se ve potenciada por la inespecificidad de los microsporidios, que hace posible
su supervivencia dentro de multitud de especies diferentes; y por la resistencia de las
esporas infectivas a condiciones ambientales adversas, que permiten su viabilidad
durante largos periodos de tiempo. Con los resultados de los estudios revisados en
cuanto a prevalencia en roedores y los datos obtenidos de pacientes en Canarias (Abreu-
Acosta et al., 2005) entendemos que es posible la presencia de reservorios de
microsporidios en las islas y que estos supongan un riesgo de infeccion humana, por lo
tanto, consideramos necesario la busqueda e identificacién de estos parasitos en las
poblaciones de roedores locales.



Conclusiones

1. Las especies de microsporidios mds patégenas para humanos, Enterocytozoon
bienusi, Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellem y Encephalitozoon
intestinalis, no presentan especificidad, ya que se han encontrado tanto en
humanos como en distintas especies animales.

2. Se ha descrito la infeccion por las cuatro especies de microsporidios estudiadas
en una especie de roedor que es comun en Canarias, Mus musculus, aunque la
deteccion se realizé en zonas con diferencias en clima y geografia con respecto
a las islas, lo que podria influir en su distribucion.

3. Los microsporidios no suelen causar infeccidn sintomatica en roedores, aun asi,
son capaces de expulsar esporas viables al medio, que pueden ser diseminadas
y transmitidas a otros animales o a humanos, suponiendo un riesgo para la salud
publica cuya importancia estaria relacionada con las especies implicadas.
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