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Resumen 

El motivo de este trabajo es exponer una 
serie de asp ec tos por los cuales podemos 
hacer el diagnóstico de esta enfermedad. 

Por los datos epidemiológicos: Afecta casi 
exclusivamente a conejos de mas de dos 
meses de edad. El período de incubación 
es muy corto -1-3 días-, con muertes súbitas. 
Morbilidad y mortalidad elevada. 

Por los síntomas: Postración con insensi­
bilidad O indiferencia a todo lo que les rodea. 
Muerte súbita, con contracciones musculares 
que suele ir acompañada de un fuerte chillido, 
y en algunos casos con epistaxis. 

Por las lesiones: Pulmones con hemorra­
gias petequiales, en las formas sobreagudas 
y areas hemorragicas en las formas agudas. 
Traquea hemorragica. Hígado hiperplasico 
y congestivo, en las formas sobreagudas y 
de color mas claro, amarillento y mas fria­
ble en las formas agudas. Bazo hiperp!8sico, 
congestivo e incluso Ilemomígico. El timo hi­
perplasico, congestivo e incluso hemorragico. 

Sin embargo, para una confirmación del 
diagnóstico debemos acudir al diagnóstico 
etiológico: Los intentos del aislamiento del 
agente etiológico mediante el empleo de cul­
tivos celulares han sida infrljctuosos a pesar 
de haber sida utilizados numerosos tipos de 
células, tanta primarias como líneas celula­
res. Hemos podido visualizar mediante el 
microscopio electrónico, por tinción negativa, 
la presencia de partículas víricas redondas, 
de pequeño tamaño (30-35 nm de diametro), 
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 Pru'eba de Hemoaglutinación­
I nhibición de la Hemoaglutinación la que 
debemos realizar para hacer un diagnóstico 
etiológico confirmativa. Se describe con de­
talle esta técnica para que pueda ser utilizada 
de una manera narmalizada por el personal 
de otros Laboratorios, ya que tiene una gran 
sensibilidad, especificidad, seguridad, exac­
titud, rapidez, y de bajo costo, para hacer 
el diagnóstico de esta enfermedad en los 
conejos. 

Introducción 

Quisiéramos exponer de una manera breve 
una se rie de aspectos par los cuales podemos 
hacer el diagnóstico de esta enfermedad en 
los conejos: 

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

El período de incubación es muy corto 
(1-3 días), transcurrido el cual los conejos 
mueren súbitamente, después de pasar por 
un período de postración, con insensibilidad 
a todo lo que les rodea. 

La postración va acompañada, en la ma­
yaría de los casos, par síntomas convulsivos, 
en los cuales el animal esta tumbado de 
costada y es capaz de elevarse par un movi­
miento brusca de contracc ión muscular, que 
suele ir acompañado de un fuerte chillida, 
especialmente antes de produc irse la muerte. 
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En algunos conejos al producirse la muerte 
aparece la epístaxis. 

Los conejos de razas albina presentan las 
orejas de un color sonrosado, debido a una 
intensa congestión de los vasos y a la con­
siguiente hemólisis de la sangre trasvasada 
cuando se mi ran 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
tirp es, tipa de alojamiento, tipa de ventilación, 
aislamiento de la explotación, desinfección, 
etc. 

Por los datos epidemiológicos y por la sinto­
matología podemos sospechar, con bastantes 
probabilidades, que nos encontramos ante 
casos de conejos afectados o muertos por la 
Enfermedad Hemorragica Vírica. 

Analisis anatomopatológico 

Para confirmar este diagnóstico presuntivo 
debemos realizar una necropsis de algún o 
algunos conejos muerto.s o moribund os. 

En la necrosis se pueden observar las 
siguientes lesiones: 

Congestión generalizada del tejido sub­
cutaneo y la presen cia de vasos dilatados 
muy visibles en la cara interna de la piel. 

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

El corazón esta frecuentemente en diastole 
con las aurículas repletas de sangre o de 
coagulos de sangre. 

Los pulmones presentan hemorragias pe­
tequiales en las formas sobreagudas y areas 
hemorragicas de tamaño variable, con hepa­
tización roja, en las formas agudas. AI corte 
se observa abundante exudado espumosa 
sanguinolento. 

La traquea cas i siempre se encuentra muy 
alterada, mostrandose hemorragica y conte­
niendo en su interior un exudado espumosa 
sanguinolento. 

El f¡ígado siempre esta aumentado de 
tamaño, congestivo, con un color mas obs­
curo remarcando el dibujo lobulillar, en las 
formas sobreagudas. En las formas agudas, 
el hígado esta hipertrofiado y de color mas 
claro, amarill ento y mas friable. 

El bazo en la mayoría de los casos 
esta aumentado de tamalio, mostrando una 
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fuerte congestión e incluso intensamente he-
morragico. ' ~ 

Los riñones de manera constante apare- '. 
cen congestivos y aumentados de tamaño, a ;" 
veces con c laras sufusiones hemorragicas. " li 

El timo frecuentemente aparece hi- ~, UllAT 
perplasico, congestivo, con petequias e irllt Vt!E!:Ni.,,,, 
cluso hemorragias. 

Como podemos deducir, los s(ntomas y 
las lesiones anatomopatológicas son bastante 
especfficas de esta enfermedad, pero sin em­
bargo para una conflrmación del diagnóstico 
debemos acudir al diagnóstico etiològico. 

Amílisis virológico 

Mediante el empleo de cultivos celulares, 
tanto primarios como de líneas celulares , de 
las cuales hemos utilizado la RK-13 (riñón de 
conejo), la VERO (riñón de mono verd e), 6T 
(cornetes bovino) , HEP-2 (carcinoma epider­
moide de laringe humana). CI NCI NATTI (línea 
mas sensible procedente de la anterior) , y FP 
(fibroblasto de piel humana). hemos sida inca­
paces de poner en evidencia un claro efecto 
c itopatico (ECP) producido por los sobrena­
dantes y filtrad os del material procedente de 
órganos con claras lesiones de la enferme­
dad, diferente del posible efecto citotóxico 
que puede ser producido por el material del 
inóculo, presencia de redondeamiento celular 
e incluso en algunos casos agrupamiento de 
estas células redondeadas, pues en pases 
sucesivos estas alteraciones celulares desa­
parecían en vez de incrementarse. 

En los analisis mediante el empleo del 
Microscopio Electrónico de estos cultivos ce­
lulares no se ha puesto en evidencia la mul­
tiplicación del virus, tanta en el sobrenadante 
del cultivo celular como en las células de la 
monocapa. Se ha observada en algunos ca­
sos la presencia de algunas partículas víricas 
en escasas cantidades en los primeros pa­
ses de los cultivos celulares, de probable 
origen del material del inóculo. Igualmente el 
poder hemoaglutinante de hematíes humano 
del grupo O del sobrenadante de los cultivos 
celulares o de los extractos obtenidos de la 
monocapa celular fueron totalmente negativos 
en la mayoría de los casos, o de un bajo 
título en algunos en el primer pase, pod er 
que desaparecía en pases sucesivos. 

Este fracasogeneralizado de cultivar el pre­
sunto virus etiològica de esta enfermedad de 
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los conejos ha sido puesto de manifiesto por 
los diversos investigadores que asistieron a 
la reunión de Verona, del 13-14 de marzo de 
1989 y que como una conclusión final sobre 
el intento del cultivo del probable virus de esta 
enfermedad se dijo que había que persistir 
en los intentos de su cultivo, pues a pesar 
de haber sido utilizadas mas de 20 tipos de 
células, tanto de mamrferos, como de peces, 
e incluso de insectos, unos de origen prima­
ria y otros de líneas celulares, no se habra 
conseguido su replicación "in vitro" , incluso 
ensayando diferentes tipos de tratamiento del 
inóculo como de los cultivos celulares. 

Visualización por O1icroscopía 
electrónica 

Ante los frustados intentos del cultivo del 
presunto virus, hemos investigado su pre­
sencia en el material procedente de órganos 
de conejos muertos por esta enfermedad y 
con fuerte poder hemoaglutinante mediante 
la utilización del microscopio electrónico para 
ponerlos en evidencia por visualización di­
recta. 

En la observación de las preparaciones so­
metidas a tinción negativa, por el microscopio 
electrónico pudimos observar la presencia de 
abundantes partículas víricas, redondas , de 
pequeño tamaño (30-35 nm de diametro), 
sin envoltura y con la superficie no lisa -con 
depresiones redondeadas y salientes). 

En las microfotografías electrónicas se apre­
cia facilmente la existencia de partículas 
víricas vacías -su interior obscura- y partículas 
víricas completas -claras en su totalidad- que 
junta a la presencia de depresiones en su 
superficie de fondo redondeado y la pre­
sencia de algunas partículas víricas en las 
que claramente podemos contar 10 puntas 
en su borde externa, que nos recuerdan las 
imagenes de los calic ivirus -Electronfotografía 
nO 1-, hecho que ha sido puesto de manifiesto 
por Plana-Duran, J. y col -1989-; sin embargo, 
es preciso realizar mas investigaciones para 
confirmar esta suposición. 

Hemos realizado con antígeno Ovejero una 
Inmunomicroscopía e/ectrónica empleando 
un suero hiperinmune de conejo contra la 
EHV, ya que esta técnica posee una mayor 
sensibili(/a(/ que la microscopía electrónica 
por tlnción negativa simple, a causa de 
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que son mejor detectados los agregados de 
partículas que las partículas víricas aisladas y 
sueltas. Ademas, esta técnica posee la carac­
terística de su especificidad, pues la visua­
lización del complejo antígeno-anticuerpo y 
de sus puentes de unión inmunoglobulínicos 
nos indican su correspondencia serológica 
específica. Como podemos observar en la fi­
gura 2, se ven agregados de partículas víricas 
unidas por puentes de inmunoglobulinas. 

La comprobación visual de las partículas 
víricas en los órganos de los conejos afec­
tados o muertos por esta enfermedad me­
diante microscopía electrónica no es facil en 
la practica, por la necesidad de disponer 
de un microscopio electrónico -por su alto 
coste-, la necesidad de personal altamente 
especializado y de la disponibilidad de recur­
sos económicos para su mantenimiento. 

Prueba de Hemoaglutinación-Inhibición 
de la Hemoaglutinación (HA-IHA) 

Ante el conocimiento que el sobrenadante 
de los macerados de órganos -hígado, bazo, 
pulmón, timo, riñón , etc- de conejos afecta­
dos o muertos por esta enfermedad tenían 
la propiedad de hemoaglutinar los hematies 
humanos O, señalada ya hace tiempo por los 
investigadores chinos PU , B.O. Y col -1985-, 
hemos ensayado y utilizado esta técnica mo­
dificada para el diagnóstico de la Enfermedad 
Hemorragica Vírica de los conejos (EHVC) en 
gran número de conejos enfermos y muertos 
y vísceras de los mismos, remitidos a este 
Laboratorio. 

Técnica de la Prueba de 
Hemoaglutinación-Inhibición de la 

Hemoaglutinación modificada 

La prueba de HA-I HA la hemos realizado 
en placas de 96 pocillos (8x12) y con fondo 
en U, utilizando como material a valorar el 
sobrenadante del macerado del hígado, bazo 
o pul món al 10% en solución salina fisiológica, 
centrifugado a 2.500 rpm durante 15 minutos. 

En la microplaca se deposita en los pocillos 

aunque en realidad la dilución del órgano 
sería la que se obtendría de multiplicarlas por 
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2-12, 0,025 ml de solución salina al 0,85%. 
En los poci ll os 1 Y 2 se deposita 0,025 ml de 
sobrenadante del órgano a titular. A partir del 
pocillo 2 al pocillo 12 se realiza.una dilución 
por doblaje, mediante el empleo de una mi­
cropipeta de 8 canales de 0,025 ml. Después 
se añade en todos los pocillos, del 1 al 12, 
solución salina fisiológica en cantidades de 
0,025 ml -fi la A. 

En la fila siguiente -Fila B- se realiza en 
paralelo una diluclón por doblaje del mlsmo 
sObrenadante, como ha sida explicado ante­
riormente. Sin embargo, esta vez se añade 
en todos los pocillos, del 1 al 12, en vez de 
solución salina fisiológica, 0,025 ml de una 
dilución de un suero hiperinmune -positivo-, 
conteniendo 10 Unidades Inhibidoras de la 
Hemoaglutinación -10 UIHA- por 0,025 ml, 
frente a la EHVC. 

Se cubre la microplaca con una làmina de 
celofan adhesivo y se coloca en un agrtador 
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 añade a cada pocillo 0,025 ml de 
una suspensión de hematíes humanos ° 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 
minU1os. I gualmente la lectura de la reacción 
puede postergarse al día siguiente dejando la 
microplaca en un frigorífico a 4° C. 

En una microplaca podemos realizar a la 
vez reacc iones de Hemoaglutinación y de 
Hemoaglutinación-Inhibición de la Hemoaglu­
tinación (HA-I HA) con 4 sobrenadantes de 
órganos de una manera bastante rapida, se­
gura, sensible, específica y con bajo coste 
para hacer el diagnóstico de esta enferme­
dad. 

Consideramos el titulo hemoaglutinante 
(HA) del sobrenadante del órgano de pro­
cedencia a la dilución mas alta que produce 
una hemoaglutinación total. 

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

\

10, ya que el sobrenadante consiste en una 
suspensión centrifugada de un macerado del 
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6rgano al 10% en soluci6n salina fisiol6gica 
-0,85%. 

En la fila A valoramos el poder HA del 
sobrenadante del 6rgano sobre los Hematíes 
humanos O, que son los mas sensibles a esta 
reacci6n. 

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 edici6n de 
0,025 ml de suero positivo en cada poc illo, 
10 UIHA, lo cual nos indica la especificidad 
de la reacc i6n HA-I HA. 

La practica nos ha demostrado que el so­
brenadante que produce HA a mayor diluci6n 
siempre es el procedente del macerado del 
hígado, por lo tanto últimamente las reac­
ciones las hemos realizado exclusivamente 
con este 6rgano, pues éste suele produ­
cir facilmente HA a diluciones superiores del 
1/ 32 Y no pocas veces lIegan a ser mayores 
del 1/ 2.048. 

Como no se ha encontrado la existencia 
de sobrenadante de hígado, bazo, timo o 
pulm6n de conejos sanos, que tenga po­
der hemoaglutinante de hematíes humanos O, 
podemos realizar la prueba cualitativa de la 
Hemoaglutinación en placa, mezclando 0,050 
ml del sobrenadante con 0,050 ml de una 
suspensión de hematíes humanos O al 5%, 
que mezclamos por agitaci6n con una varilla 
en la cuad rícula de una placa de un aglu­
tinoscopio. Esta es una técnica rapida y nos 

puede ser de gran utilid ad para detectar ca­
sos de HA positivos cuando hay que analizar 
gran número de muestras, pues la podemos 
utilizar en una primera fase para selecc ionar 
los casos pos~ivos . 

Datos epidemiol6gicos sobre la 
Enfermedad Hemorragica Vírica de los 

conejos (EHVC) 

Igualmente queremos decir algo sobre la 
escasa informaci6n epidemiol6gica publicada 
sobre esta enfermedad, hecho que no nos 
sorprende porque es Irecuente que suceda 
en España, a pesar de haberse remitido por 
la Subdirecci6n General de Sanidad Animal 
una Circular recabando informaci6n sobre la 
situaci6n epizootiol6gica de esta enlermedad 
a las Comunidades Auton6micas a comienzo 
de 1989. 

Hemos diagnosticado la enfermedad en 
conejos y en menor cantidad en los pro­
cedentes de explotaciones industriales y 
domésticas, remitidos desde las provincias 
de Madrid, Toledo, Ciudad Real, Cuenca, 
Guadalajara, Caceres, Lugo, Albacete y Palma 
de Mallorca, pero por la informaci6n conse­
guida de otros Laboratorios que se ded ican 
al diagn6stico de enfermedades cun ícolas, 
tanto oficiales como privados, podemos de­
ducir que se ha diagnosticado en todas las 
provincias españolas, en mayor o menor ex­
tensi6n y con mas o menos mortalidad. 

AGENTES DE ESTA RE V ISTA EN EL EXTR A NJERO 

Argenlína: 

Chile : 

Panam~ : 

Uruguay: 
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