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Resumen

El motivo de este trabajo es exponer una
serie de aspectos por los cuales podemos
hacer el diagnoéstico de esta enfermedad.

Por los datos epidemiologicos: Afecta casi
exclusivamente a conejos de mas de dos
meses de edad. El periodo de incubacion
es muy corto -1-3 dias-, con muertes stbitas.
Morbilidad y mortalidad elevada.

Por los sintomas: Postracion con insensi-
bilidad o indiferencia a todo lo que les rodea.
Muerte stbita, con contracciones musculares
que suele ir acompanada de un fuerte chillido,
y en algunos casos con epistaxis.

Por las lesiones: Pulmones con hemorra-
gias petequiales, en las formas sobreagudas
y dreas hemorrdgicas en las formas agudas.
Traquea hemorragica. Higado hiperplasico
y congestivo, en las formas sobreagudas y
de color mas claro, amarillento y mas fria-
ble en las formas agudas. Bazo hiperplasico,
congestivo e incluso hemorrdgico. El timo hi-
perplasico, congestivo e incluso hemorragico.

Sin embargo, para una confirmacion del
diagnostico debemos acudir al diagnostico
etiologico: Los intentos del aislamiento del
agente etiologico mediante el empleo de cul-
tivos celulares han sido infructuosos a pesar
de haber sido utilizados numerosos tipos de
células, tanto primarias como lineas celula-
res. Hemos podido visualizar mediante el
microscopio electrénico, por tincion negativa,
la presencia de particulas viricas redondas,
de pequeno tamarno (30-35 nm de didmetro),
sin envoltura y con la superficie no lisa (con
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depresiones redondeadas y salientes) que
nos recuerdan las imagenes de los Calicivi-
rus.

Es la Prueba de Hemoaglutinacion-
Inhibicion de la Hemoaglutinacion fla que
debemos realizar para hacer un diagnéstico
etioldgico confirmativo. Se describe con de-
talle esta técnica para que pueda ser utilizada
de una manera normalizada por el personal
de otros Laboratorios, ya que tiene una gran
sensibilidad, especificidad, seguridad, exac-
titud, rapidez, y de bajo costo, para hacer
el diagnostico de esta enfermedad en los
conejos.

Introduccion

Quisiéramos exponer de una manera breve
una serie de aspectos por los cuales podemos
hacer el diagnéstico de esta enfermedad en
los conejos:

Afecta casi exclusivamente a conejos de
mas de 2 meses de edad.

El periodo de incubacion es muy corto
(1-3 dias), transcurrido el cual los conejos
mueren sUbitamente, después de pasar por
un periodo de postracion, con insensibilidad
a todo lo que les rodea.

La postracion va acompafnada, en la ma-
yoria de los casos, por sintomas convulsivos,
en los cuales el animal esta tumbado de
costado y es capaz de elevarse por un movi-
miento brusco de contraccion muscular, que
suele ir acompanado de un fuerte chillido,
especialmente antes de producirse la muerte.
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En algunos conejos al producirse la muerte
aparece la epistaxis.

Los conejos de razas albina presentan las
orejas de un color sonrosado, debido a una
intensa congestion de los vasos y a la con-
siguiente hemdlisis de la sangre trasvasada
cuando se miran al trasluz.

La morbilidad y la mortalidad es elevada,
pudiendo llegar al 70-100% de los conejos
de mas de 2 meses de edad en algunos
efectivos, dependiendo de la edad, raza, es-
tirpes, tipo de alojamiento, tipo de ventilacion,
aislamiento de la explotacion, desinfeccion,
elc.

Por los datos epidemiolégicos y por la sinto-
matologia podemos sospechar, con bastantes
probabilidades, que nos encontramos ante
casos de conejos afectados o muertos por la
Enfermedad Hemorragica Virica.

Analisis anatomopatoldgico

Para confirmar este diagndstico presuntivo
debemos realizar una necropsis de alglin o
algunos conejos muertos o moribundos.

En la necrosis se pueden observar las
siguientes lesiones:

Congestion generalizada del tejido sub-
cutaneo y la presencia de vasos dilatados
muy visibles en la cara interna de la piel.

Los grandes vasos aparecen dilatados y
repletos de sangre, la mayoria de las veces
sin coagular.

El corazon esta frecuentemente en diastole
con las auriculas repletas de sangre o de
coagulos de sangre.

Los pulmones presentan hemorragias pe-
tequiales en las formas sobreagudas y areas
hemorragicas de tamano variable, con hepa-
tizacion roja, en las formas agudas. Al corte
se observa abundante exudado espumoso
sanguinolento.

La traquea casi siempre se encuentra muy
alterada, mostrandose hemorragica y conte-
niendo en su interior un exudado espumoso
sanguinolento.

El higado siempre esta aumentado de
tamano, congestivo, con un color mas obs-
curo remarcando el dibujo lobulilar, en las
formas sobreagudas. En las formas agudas,
el higado esta hipertrofiado y de color mas
claro, amarillento y mas friable.

El bazo en la mayoria de los casos
esta aumentado de tamano, mostrando una
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fuerte congestion e incluso intensamente he-
morragico.

Los rinones de manera constante apare-
cen congestivos y aumentados de tamano, a
veces con claras sufusiones hemorragicas.

El timo

cluso hemorragias.

Como podemos deducir, los sintomas y
las lesiones anatomopatolégicas son bastante
especificas de esta enfermedad, pero sin em-
bargo para una confirmacion del diagnéstico
debemas acudir al diagnéstico etiologico.

Analisis virologico

Mediante el empleo de cultivos celulares,
tanto primarios como de lineas celulares, de
las cuales hemos utilizado la RK-13 (rinén de
conejo), la VERO (rinén de mono verde), BT
(cornetes bovino), HEP-2 (carcinoma epider-
moide de laringe humana), CINCINATTI (linea
mas sensible procedente de la anterior), y FP
(fibroblasto de piel humana), hemos sido inca-
paces de poner en evidencia un claro efecto
citopatico (ECP) producido por los sobrena-
dantes y filtrados del material procedente de
organos con claras lesiones de la enferme-
dad, diferente del posible efecto citotoxico
que puede ser producido por el material del
inoculo, presencia de redondeamiento celular
e incluso en algunos casos agrupamiento de
estas células redondeadas, pues en pases
sucesivos estas alteraciones celulares desa-
parecian en vez de incrementarse.

En los analisis mediante el empleo del
Microscopio Electrénico de estos cultivos ce-
lulares no se ha puesto en evidencia la mul-
tiplicacion del virus, tanto en el sobrenadante
del cultivo celular como en las células de la
monocapa. Se ha observado en algunos ca-
sos la presencia de algunas particulas viricas
en escasas cantidades en los primeros pa-
ses de los cultivos celulares, de probable
origen del material del inoculo. Igualmente el
poder hemoaglutinante de hematies humano
del grupo 0 del sobrenadante de los cultivos
celulares o de los extractos obtenidos de la
monocapa celular fueron totalmente negativos
en la mayoria de los casos, o de un bajo
titulo en algunos en el primer pase, poder
que desaparecia en pases sucesivos.

Este fracaso generalizado de cultivar el pre-
sunto virus etiolégico de esta enfermedad de
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los conejos ha sido puesto de manifiesto por
los diversos investigadores que asistieron a
la reunion de Verona, del 13-14 de marzo de
1989 y que como una conclusion final sobre
el intento del cultivo del probable virus de esta
enfermedad se dijo que habia que persistir
en los intentos de su cultivo, pues a pesar
de haber sido utilizadas mas de 20 tipos de
ceélulas, tanto de mamiferos, como de peces,
e incluso de insectos, unos de origen prima-
rio y otros de lineas celulares, no se habia
conseguido su replicacion "in vitro®, incluso
ensayando diferentes tipos de tratamiento del
inéculo como de los cultivos celulares.

Visualizacion por microscopia
electronica

Ante los frustados intentos del cultivo del
presunto virus, hemos investigado su pre-
sencia en el material procedente de 6rganos
de conejos muertos por esta enfermedad y
con fuerte poder hemoaglutinante mediante
la utilizacion del microscopio electronico para
ponerlos en evidencia por visualizacion di-
recta.

En la observacion de las preparaciones so-
metidas a tincién negativa, por el microscopio
electrénico pudimos observar la presencia de
abundantes particulas viricas, redondas, de
pequeno tamano (30-35 nm de diametro),
sin envoltura y con la superficie no lisa -con
depresiones redondeadas y salientes).

En las microfotografias electronicas se apre-
cia facimente la existencia de particulas
viricas vacias -su interior obscuro- y particulas
viricas completas -claras en su totalidad- que
junto a la presencia de depresiones en su
superficie de fondo redondeado y la pre-
sencia de algunas particulas viricas en las
que claramente podemos contar 10 puntas
en su borde externo, que nos recuerdan las
imagenes de los calicivirus -Electronfotografia
n? 1-, hecho que ha sido puesto de manifiesto
por Plana-Duréan, J. y col -1989-; sin embargo,
es preciso realizar mas investigaciones para
confirmar esta suposicion.

Hemos realizado con antigeno Ovejero una
Inmunomicroscopia electrénica empleando
un suero hiperinmune de conejo contra la
ERHV, ya que esta técnica posee una mayor
sensibiliclac! que la microscopia electronica
por lincion negativa simple, a causa de
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que son mejor detectados los agregados de
particulas que las particulas viricas aisladas y
sueltas. Ademaés, esta técnica posee la carac-
teristica de su especificidad, pues la visua-
lizacion del complejo antigeno-anticuerpo y
de sus puentes de unién inmunoglobulinicos
nos indican su correspondencia serologica
especifica. Como podemos observar en la fi-
gura 2, se ven agregados de particulas viricas
unidas por puentes de inmunoglobulinas.

La comprobaciéon visual de las particulas
viricas en los organos de los conejos afec-
tados o muertos por esta enfermedad me-
diante microscopia electronica no es facil en
la practica, por la necesidad de disponer
de un microscopio electronico -por su alto
coste-, la necesidad de personal altamente
especializado y de la disponibilidad de recur-
S0S econémicos para su mantenimiento.

Prueba de Hemoaglutinacién-Inhibicién
de la Hemoaglutinacion (HA-IHA)

Ante el conocimiento que el sobrenadante
de los macerados de 6érganos -higado, bazo,
pulmén, timo, rindn, etc- de conejos afecta-
dos o muertos por esta enfermedad tenfan
la propiedad de hemoaglutinar los hematies
humanos 0, sehalada ya hace tiempo por los
investigadores chinos PU, B.Q. y col -1985-,
hemos ensayado y utilizado esta técnica mo-
dificada para el diagnostico de la Enfermedad
Hemorragica Virica de los conejos (EHVC) en
gran numero de conejos enfermos y muertos
y visceras de los mismos, remitidos a este
Laboratorio.

Técnica de la Prueba de
Hemoaglutinacion-Inhibicién de la
Hemoaglutinacion modificada

La prueba de HA-IHA la hemos realizado
en placas de 96 pocillos (8x12) y con fondo
en U, utlizando como material a valorar el
sobrenadante del macerado del higado, bazo
o pulmon al 10% en solucion salina fisiologica,
centrifugado a 2.500 rpm durante 15 minutos.

En la microplaca se deposita en los pocillos
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2-12, 0,025 ml de solucion salina al 0,85%.
En los pocillos 1 y 2 se deposita 0,025 ml de
sobrenadante del érgano a titular. A partir del
pocillo 2 al pocillo 12 se realiza.una dilucién
por doblaje, mediante el empleo de una mi-
cropipeta de 8 canales de 0,025 ml. Después
se anade en todos los pocillos, del 1 al 12,
solucion salina fisiolégica en cantidades de
0,025 ml -fila A.

En la fila siguiente -Fila B- se realiza en
paralelo una dilucion por doblaje del mismo
sobrenadante, como ha sido explicado ante-
riormente. Sin embargo, esta vez se ahade
en todos los pocillos, del 1 al 12, en vez de
solucion salina fisiologica, 0,025 ml de una
dilucion de un suero hiperinmune -positivo-,
conteniendo 10 Unidades Inhibidoras de la
Hemoaglutinacion -10 UIHA- por 0,025 ml,
frente a la EHVC.

Se cubre la microplaca con una lamina de
celofan adhesivo y se coloca en un agitador
de microplacas durante 2 minutos y después
se deja a la temperatura del laboratorio du-
rante 15 minutos.

Después de desprender el celofan adhe-
sivo se anade a cada pocillo 0,025 ml de
una suspension de hematies humanos 0 al
1%. Se coloca el celofan adhesivo y nueva-
mente se agita 2 minutos y después se deja
a la temperatura del laboratorio durante 60
minutos. |gualmente la lectura de la reaccion
puede postergarse al dia siguiente dejando la
microplaca en un frigorifico a 4 C.

En una microplaca podemos realizar a la
vez reacciones de Hemoaglutinacion y de
Hemoaglutinacion-Inhibicion de la Hemoaglu-
tinacion (HA-IHA) con 4 sobrenadantes de
organos de una manera bastante rapida, se-
gura, sensible, especifica y con bajo coste
para hacer el diagnostico de esta enferme-
dad.

Consideramos el titulo hemoaglutinante
(HA) del sobrenadante del érgano de pro-
cedencia a la dilucion mas alta que produce
una hemoaglutinacion total.

Nosotros solemos valorar a los pocillos de
la microplaca con los siguientes titulos:

Pocillo 1 2 3 4 5] 6

7 8 9 10 11 12

Dilucion | 1/1 | 172 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32

1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1.024 | 1/2.048

aunque en realidad la dilucion del érgano
seria la que se obtendria de multiplicarlas por

abril 1990 | cunicultura

10, ya que el sobrenadante consiste en una
suspension centrifugada de un macerado del
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6rgano al 10% en solucion salina fisiologica
-0,85%.

En la fila A valoramos el poder HA del
sobrenadante del érgano sobre los Hematies
humanos 0, que son los mas sensibles a esta
reaccion.

En la fila B podemos comprobar si ese
poder HA del sobrenadante se ha reducido
en 2-4 pocillos, debido a que se ha inhibido
el poder hemoaglutinante por la edicion de
0,025 ml de suero positivo en cada pocillo,
10 UIHA, lo cual nos indica la especificidad
de la reaccion HA-IHA.

La practica nos ha demostrado que el so-
brenadante que produce HA a mayor dilucion
siempre es el procedente del macerado del
higado, por lo tanto Ultimamente las reac-
ciones las hemos realizado exclusivamente
con este organo, pues este suele produ-
cir facimente HA a diluciones superiores del
1/32 y no pocas veces llegan a ser mayores
del 1/2.048.

Como no se ha encontrado la existencia
de sobrenadante de higado, bazo, timo o
pulmén de conejos sanos, que tenga po-
der hemoaglutinante de hematies humanos 0,
podemos realizar la prueba cualitativa de la
Hemoaglutinacién en placa, mezclando 0,050
ml del sobrenadante con 0,050 ml de una
suspension de hematies humanos 0 al 5%,
que mezclamos por agitacion con una varilla
en la cuadricula de una placa de un aglu-
tinoscopio. Esta es una técnica rapida y nos
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puede ser de gran utilidad para detectar ca-
sos de HA positivos cuando hay que analizar
gran numero de muestras, pues la podemos
utilizar en una primera fase para seleccionar
los casos positivos.

Datos epidemiologicos sobre la
Enfermedad Hemorragica Virica de los
conejos (EHVC)

Igualmente queremos decir algo sobre la
escasa informacion epidemiolégica publicada
sobre esta enfermedad, hecho que no nos
sorprende porque es frecuente que suceda
en Espana, a pesar de haberse remitido por
la Subdireccién General de Sanidad Animal
una Circular recabando informacién sobre la
situacion epizootiolégica de esta enfermedad
a las Comunidades Autonomicas a comienzo
de 1989.

Hemos diagnosticado la enfermedad en
conejos y en menor cantidad en los pro-
cedentes de explotaciones industriales vy
domeésticas, remitidos desde las provincias
de Madrid, Toledo, Ciudad Real, Cuenca,
Guadalajara, Caceres, Lugo, Albacete y Palma
de Mallorca, pero por la informacion conse-
guida de otros Laboratorios que se dedican
al diagnéstico de enfermedades cunicolas,
tanto oficiales como privados, podemos de-
ducir que se ha diagnosticado en todas las
provincias espanolas, en mayor 0 menor ex-
tension y con mas o menos mortalidad.

AGENTES DE ESTA REVISTA EN EL EXTRANJERO

Argentina: Libreria Agropecuaria, S.R.L. —Pasteur, 743

Buenos Aires.
Chile - Bernarda Pelikan Neumann. Casilla 1.113

Vina del Mar
Panamd: Hacienda Fidanque, S A. Apartado 7 252

Panama.
Uruguay: Juan Angel Peri. Alzaibar 1.328

Montevideo.
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