Actualidad Cunicola

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS Y
LABORATORIALES DE LA
ENFERMEDAD HEMORRAGICA DEL CONEJO
(R.H.D.) EN ESPANA.

INTRODUCCION.

La enfermedad hemorrégica del conejo
(R.H.D.) fue descrita por primera vez a nivel
mundial por Liu S.J., Xue H.P., Pu B.Q,
Quian N.H. (1), como un proceso agudo que
aparecié durante la primavera y verano de
1984 en la provincia China de Jiangsu. El
agente causal era un virus de morfologia ico-
saédrica de 28 a 33 nm, con nicleocapside de
20 nm. Al microscopio electrénico se pueden
observar viriones vacios, evidenciandose sola-
mente la periferia. El 4cido nucléico era de
cadena simple y R.N.A. El virus presentaba
propiedades aglutinantes sobre los eritrocitos
de oveja, aves y humanos. El periodo de incu-
bacién era corto, de 224-48 horas y el poder
hemoaglutinante se perdia por procesos de
congelacién y descongelacion continuos. Se in-
activaba con formol al 0,4%. Los sintomas
principales eran de epistaxis y hemorragias
generalizadas en pulmén, trdquea, musculo
cardiaco, higado, bazo, aparato digestivo y
rifiones.

Una vacuna confeccionada con macera-
dos de tejidos inactivados por formol al 0,4%
dié resultados esperanzadores para su con-
trol.

Anteriormente a la cita bibliografica n°
1, Fennestat K.L.., Mansa B., Larsen S., en
1981 (2) habian citado en Dinamarca un pro-
ceso que llamaban Pleural Effusion Disease
(P.E.D.) (Derrame Pleural en Conejos).
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Este proceso se transmitia por los cone-
jos lactantes de madres afectadas a conejas
que compartian la misma explotacién, pero no
a sus camadas, citdndose que después del pe-
riodo de lactacién, los conejos contactos con
otros en fase virémica, permanecian libres de
enfermedad entre 60 y 150 dias. En 1982, los
investigadores Osterhaus, A.D. M.E.; Teppe-
ma, J.S. y Sttenis, G. Van (3) determinaron el
agente responsable del P.E.D. como un Coro-
nalike.

A titulo informativo, estos agentes viri-
cos se habian enunciado por Pages 1986 (4)
durante el Cursillo de Cunicultura celebrado
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en el Colegio de Veterinarios de Tarragona,
asi como en otras ocasiones al hablar de virus
que afectan el aparato respiratorio del conejo.

Recientemente, en el ano 1988, apare-
cieron en diferentes paises europeos procesos
similares a los descritos por Liu, S.J. y cols. en
(1), haciendo sospechar la presencia de este
tipo de virus. La ponencia del Dr. Xu, W.; Du,
N.W. y Liu, S.J. (5) durante el Congreso Mun-
dial de Cunicultura celebrado en Budapest,
fue el detonante que aclaré este proceso a los
que hasta el momento no estaban situados en
la cuestién, creandose una psicosis de enfer-
medad ante cualquier proceso patolégico, lejos
de la realidad y con nefastas consecuencias
para el sector cunicola.

Los trabajos de investigacién plasmados
en nuestro pais durante 1988 por Pages A. (6),
Argiiello, J.L. y cols. (7) y otros realizados por
diferentes centros de investigacién y faculta-
des de veterinaria, determinaron la presencia
de esta enfermedad en Espana durante prin-
cipios de verano de 1988.

Su aparicién repentina en conejos de
monte hizo sospechar primeramente en un
proceso de tipo téxico, dada la agudeza del
caso. La presencia de anticuerpos frente a Mi-
xomatosis y las vacunaciones con virus homé-
logo contra esta enfermedad que se realizaban
en algunas zonas afectadas, hizo pensar en un
proceso de otra indole, pero la afeccién de un
pequeinio nimero de granjas minifundistas
enclavadas en estas areas, sin posibilidad de
relacién con los agentes sospechosos mencio-
nados, nos indujo a pensar en el R.H.D.

Actualmente, los trabajos de Cancelotti,
F.M.; Villeri, C.; Renzi, M.; Monfredini, R. (8)
y P.S. Marcato; C. Benazzi; G. Vecchi; L. Della
Salda; P. Simoni; P. Aiello; G. Tumino (9)
hablan de esta enfermedad en Italia, asi como
Morisse, J.P. (10) y Loliger, J.C. y cols. (11)
determinan esta enfermedad en Francia y
Rep. Federal de Alemania, respectivamente.

Segun los datos de Xu, W. y cols. en (5),
esta enfermedad se introdujo en China a tra-
vés de una importacién de conejos de Angora
procedentes de la Republica Federal de Ale-
mania. Esto induciria a pensar que este virus

haya podido estar latente en Europa desde
hace mucho tiempo, y que quiza han existido
brotes no diagnosticados que hayan precedido
a los actuales, determinando cierta resisten-
cia a poblaciones de conejos como bien hemos
podido constatar, dada la evolucién de la en-
fermedad.

Vistas estas consideraciones histéricas
de la enfermedad hemorragica del conejo, que-
remos hacer mencién de algunas caracteristi-
cas epidemiolégicas, clinicas y laboratoriales
de los agentes viricos de la R.H.D. aislados de
conejos de monte, una granja minifundista y
otra complementaria de nuestro pais, que
afortunadamente han sido muy localizadas y
de poca magnitud hasta el momento.

MATERIAL Y METODOS.

Para realizar este estudio, se ha partido
de tres tipos de muestras, referenciadas como
3.116, 3.662 y 3.824, procedentes de conejos
de monte, explotacién minifundista y explota-
cién complementaria, respectivamente, todas
ellas pertenecientes a tres focos distintos de
R.H.D., y alejadas varios cientos de kiléme-
tros entre ellas.

La metodologia empleada fue la siguien-
te, para cada referencia:

A) Necropsia con anotacién de las lesio-
nes macroscopicas existentes.

B) Recogida de muestras de cerebro,
traquea, pulmoén, higado, bazo y rinén, que se
trituraron separadamente en un aparato Vir-
tis, se diluyeron con PBS al 1:10y 1:100, clari-
ficandose mediante centrifugacién a 5.000
rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes,
asi como el producto de la filtracién por 0,2 m
de la dilucién 1:100 se utilizaron para eviden-
ciar su poder hemoaglutinante frente a glébu-
los rojos de aves y humanos tipo 0. Se observé
también la persistencia en estos substratos
del poder hemoaglutinante tras la congelacién
y descongelacién continua de los mismos.

C) Se recogieron muestras de cerebro,
traquea, pulmoén, higado, bazo, rifién, intesti-
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CUADRON°1
Refd.| Cerebro Triquea Pulmén Higado Rifién Bazo Intestino Corazén
3.116 | Congestivo | Hemorr4d- | Hemorra- | Congestivo | Hemorra- | Congestivo Placas Hemorra-
gico gico gico linfoides gico
total hemorra-
gicas
3.662 | Normal Hemorra- | Hemorré- Grandey Normal Agrandado Normal Normal
gico gico parcial friable
3.824 | Normal Hemorrd- | Hemorrd- | Congestivo Normal Congestivo Normal Normal
gico gico parcial

no y ganglios, que se introdujeron en frascos
con formol al 10% para procesarse histolégi-
camente.

D) Se efectuaron macerados de higado y
bazo, principalmente, filtrados a 0,2 m e ino-
culados a monocapas de células Vero y RK|
sitas en Falcons.

3

E) Se efectuaron inoculaciones experi-
mentales a animales de laboratorio, tales
como conejo joven, conejo adulto, ratén blanco
tipo Balb, cobayo albino, pollo SPF y embrién
de pollo por vias vitelina, membrana vitelina

F) Se inactivaron sobrenadantes proce-
dentes de la centrifugacién de un 10% de 6rga-
nos macerados en PBS, con formol al 0,4%
durante 24 horas a 37° C. Estos sobrenadan-
tes se inocularon a razén de 1 ml por via sub-
cutdnea e intramuscular a conejos adultos,
para evidenciar la inocuidad y potencia del
producto frente a un “challenge” homdlogo y
heterélogo. La dosis del “challenge” consisti6é
en 0,5 ml de macerado de 6rganos, sin inacti-
var. En todo momento se mantuvieron anima-
les testigo.

CUADRO N°3

liquido alantoideo.
vy Organo Resultado
Cerebro Sin alteraciones observables.
CUADRON°2 Traquea Congestién vasos, edema,
U.H.A. medias hemorragias focales.
ek Pulmén Congesti6n, microtrombos.
Organo | Dilucién | Filtracién | GR.  G.R. Higado Necrosis hepética extensa y multifocal.
ave  humanos Tumefaccidn celular cariorrexis.
Bazo Depleccién linfocitaria, congestién,
1/10 4 6 P . . .
neutrdfilos infiltrados, cariorrexis y
Cerebro 1/100 2 3 . .
02m cuerpos de inclusién intranucleares.
’ Rifién Microtrombos.
1/10 2 5 Intestino Hemorragias mucosa.
Traquea 1/100 3 Ganglios Necrosis linfoide, cuerpos inclusién
0,2m - 2 intranuclear, infiltrados de neutréfilos.
1/10 3 8
Pulmén 1/100 - 7 . .
0,2m - 6 G) Se realizaron, tanto en los conejos
0 experimentales como en los sobrevivientes de
Higado 11//1100 2 }f casas campo, testajes serolégicos mediante la
0,2m . 10 técnica B de inhibici6n de hemoaglutinacién,
utilizando 4 U.H.A. de antigeno y como indi-
Bazo 11 //11000 3 }% cador un 0,6% de glébulos rojos humanos tipo
0,2m i 9 0, para observar la cinética de anticuerpos
frente a R.H.D. Con el fin de evitar reacciones
_ 1/10 3 8 inespecificas, todos los sueros testados se di-
RifAén 1/100 6 . .
0.2m i 5 luyeron v/v previamente con Caolin al 12%
con PBS centrifugdndose antes de su uso.
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CUADRO N° 4
Ref?. | E.C. Vero pases | E.C. RK, pases | Hemoaglu- Tal como puede Obsen{arse en el Cuadro
1 2 3 1 2 3 tinacién n° 1, las lesiones méas persistentes estan en-
3116 . .. 12 clavadas en trdquea, pulmén, higado y bazo.
' Experimentalmente, las mas constantes son
3662 | + | - [+ |+ |+ | - 1/4 las del higado.
3.824 - - - - + - 1/4
CUADRONF®5
Animales laboratorio
Ref2, Conejo<40 dias | Conejo>70 dias | Ratén blanco Cobayo Pollo SPF Embrién pollo SPF
Balb albino 21 dias S.V. M.V. L.AL
3.116 Sin efecto + 48 horas Sin efecto Sin efecto Sin efecto - - -
3.662 Sin efecto + 96 horas Sin efecto Sin efecto Sin efecto - - -
3.824 Sin efecto + 72 horas Sin efecto Sin efecto Sin efecto - - -
RESULTADOS. Cuadro n°. 2. En este cuadro se expresa

Los resultados obtenidos se expresan en
los siguientes cuadros:

Cuadro n°. 1. En este cuadro se mencio-

nan las lesiones macroscépicas observadas en
las referencias 3.116, 3.662 y 3.824.

CUADRON° 6

Refi,
vacuna

Inocuidad 15 dias
post-inoculacién

Virus “challenge”

3116 3662 3.824

3.116 0/5* 2/5 1/5
3.662 1/5 0/5 0/5

restos vacunas 4/5
ligero encapsulamiento
fibroso vacuna 2/5
fibrina y congestién
punto inoculacién 3/5

Testigos | 5/5 5/5 4/5 --

3.824 0/5 1/5 0/5

* ntimero de afectados /niimero inoculados

la cuantificacién del poder hemoaglutinante
de diferentes macerados y filtrados frente a
eritrocitos de ave y humanos. Para facilitar la
lectura del mismo, se expresan estos resulta-
dos como medias de las tres referencias y su
logaritmo en base 2 de la inversa de la dilu-
cién del virus.

Tal como se desprende de este cuadro,
los 6rganos con mayor poder hemoaglutinante
son higado, bazo y pulmén, manteniéndose
estos baremos a pesar de la filtracién.

Referente a la congelacién y descongela-
cién continua, existe una disminucién marca-
da del titulo hemoaglutinante, para llegar a
ser negativo si este proceso se realiza muchas
veces.

CUADRON°7
Referencia N°. Sueros Media U.I.LH. Media U.LLH. Standard*
Virus homélogo | Virus heterélogo chino
3.116 6 1.024 128 10 x 512*
3.662 3 512 n.t. 10x 32
3.824 2 128 64 10x 16
Contacto experimental 2 64 n.t. n.t.
Contacto exp. + challenge 2 2.048 512 nt.
Vacuna exper. 15 dias 1 128 64 n.t.
Vacuna exp. + challenge 20 dias 2 64 n.t. n.t.
Vacuna exp. + challenge 30 dias 3 512 128 n.t.
Conejos resistentes challenge 0 dias 5 32 n.t. n.t.
Conejos resistentes challenge 20 dias 5 1.024 512 n.t.

U.LH. = Unidades inhibidoras hemoaglutinacién
* = Facilitados por Dr. Xu, W.
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Cuadro n°. 3. En este cuadro se expre-
san los resultados histolégicos en diferentes
érganos, amablemente facilitados por el Ser-
vicio de Histologia y Anatomia Patolégica de
la Facultad Veterinaria de Barcelona.

Cuadro n°. 4. En este cuadro se expre-
san los resultados obtenidos tras diferentes
pases de macerados estériles de higado y bazo
en monocapas de células Vero y RK13 sitas en
Falcons en cuanto a su efecto citopatico (E.C.)
y hemoaglutinacién.

Tal como puede observarse, existe efecto
citopatico inconstante y hemoaglutinacién
débil, lo que indicaria una falta de replicacién
virica de una manera constante y alta en estos
cultivos.

Cuadro n°. 5. En este cuadro se facilitan
los resultados obtenidos tras la inoculacién
experimental a animales de laboratorio, de las
refs. 3.116, 3.662 y 3.824, tras una observa-
cién de 10 dias.

Tal como puede desprenderse del Cua-
dro n° 5, este virus afecta inicamente a cone-
Jjos adultos, no observandose ningun efecto
patolégico en el resto de animales testados.

Cuadro n®. 6. En este cuadro se reflejan
los resultados obtenidos tras la vacunacién
experimental con 1 ml de macerado de 6rga-
nos previamente inactivados, inoculados por
via subcutdnea. Se pone énfasis en la protec-
cién tras el “challenge” homélogo y heterélogo,
y en la inocuidad del producto, tras 15 dias de
observacién.

En estos resultados, podemos observar
una proteccién total en los “challenge” homé-
logos y una proteccién ligeramente menor con
“challenge” heter6logos. Es importante para
replicar estos resultados el obtener una pobla-
cién de conejos susceptible.

Respecto a la inocuidad a los 15 dias
post-vacunacién, existen restos de vacuna en
el punto de inoculacién, acomparniada de ligera
reaccién tisular.

Cuadro n°. 7. En este cuadro se expre-
san los resultados obtenidos mediante la téc-

nica B de inhibicién de la hemoaglutinacién
(IH) sobre diferentes sueros extraidos de cone-
jos en diferentes circunstancias respecto al
RHD. Algunos de ellos fueron contrastados
por el Dr. Xu W. (12) con el virus standard
chino como prueba de identidad de la enfer-
medad.

Tal como se desprende de estos resulta-
dos las referencias testadas presentan tanto
al testaje homélogo como heterélogo tasas de
suero conversién al virus de la RHD notorias.
Estas tasas se han contrastado conel virus
standard chino y tal como se observa coinci-
den sus resultados, lo que indica una prueba
evidente de identidad virica.

Los conejos contacto con otros que su-
cumbieron afectados por RHD presentan tam-
bién una tasa de anticuerpos especificos noto-
ria, 1/64.

Los conejos contacto a nivel experimen-
tal y que ademas han sufrido un “challenge”
presentan una tasa muy alta de anticuerpos,
1/2048.

Los conejos testados vacunados experi-
mentalmente determinaron a los 15 dias post-
vacunacién tasas que oscilan en 1/128. Si es-
tos conejos sufren un “challenge”, su tasa
inmunitaria disminuye uno o dos logaritmos
hasta los 20 dias para luego emprender un
efecto boosting hasta un titulo de 1/512.

Los animales encontrados resistentes al
challenge pueden tener tasas sélo de 1/32 in-
crementédndose estas tasas por efecto del mis-
mo hasta 1/1024.

CONCLUSIONES.

A la vista de estos resultados obtenidos,
podemos concluir en lo siguiente:

1. Dada la variacién de las caracteristi-
cas de replicacién y multiplicacién a niveles
altos, del virus de la RHD, en cultivos celula-
res es dificil atn su correcta tipificacién. Las
caracteristicas morfolégicas al M.E. y el poli-
morfismo de los viriones observados podrian
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enclavarlo en un Calicivirus o un virus helper,
asociado.

2. Las caracteristicas clinicas son varia-
bles, siendo el é6rgano mas frecuentemente
afectado el higado. Con ello, ante cualquier
sospecha de enfermedad se hace imprescindi-
ble un diagnéstico laboratorial complementa-
rio.

3. Histol6gicamente existen lesiones en
animales afectados naturalmente en higado,
bazo, rinén, ganglios, pulmén, traquea, etc. A
nivel experimental las lesiones mas persisten-
tes son las que afectan al higado.

4. Para el testaje del poder hemoagluti-
nante de diferentes macerados de 6rganos
frente a eritrocitos humanos es recomendable
la dilucién al 1/100 en PBS del macerado, su
centrifugacién si es preciso y el filtrado a 0,2
m, para evitar interpretaciones erréneas.

5. Los 6rganos con mayor poder hemoa-
glutinante son higado, bazo, rifién, pulmén y
traquea, siendo el higado el mas recomenda-
ble, dado que es el méas constantemente afec-
tado.

6. Aunque experimentalmente existen
ligeras variaciones entre un challenge homé-
logo y heter6logo es evidente una naturaleza
etioldgica unica del RHD, tal como la constata
la identidad del virus espaiiol con el virus chi-
no.

7. La técnica B de inhibicién de la he-
moaglutinacién es la mas adecuada para eva-
luar animales resistentes, contactos, portado-
res o bien animales inmunizados experimen-
talmente.

8. La inoculacién de macerados de érga-
nos inactivados por formol, induce resistencia
alta al challenge homélogo y ligeramente infe-
rior al heterélogo, a nivel experimental.

9. El periodo de tiempo entre la vacuna-
cién y el contacto con el agente virico debe ser
como minimo de 6 dias.

10. Este virus solamente afecta a cone-
jos adultos no existiendo ningun efecto para

conejos jévenes, cobayos, ratones y embriones
de pollo. En ningin pais afectado por esta en-
fermedad se citan efectos nocivos para el hom-
bre.

11. La difusién del virus por contacto y
los factores predisponentes son los responsa-
bles mayores del afincamiento del RHD en
una granja. '

12. Hasta la fecha las granjas minifun-
distas con problemas de manejo, Pasteurello-
sis crénica, Mixomatosis crénica, parasitadas
han sido las m4s predispuestas a enfermar.

13. Una politica sanitaria que evite el
contacto y difusién del virus y que a la vez
disminuye los factores predisponentes men-
cionados, creemos que puede ser la méas ade-
cuada para el control de la enfermedad, en
espera de una politica profilactica estudiada
profundamente y eficaz si la difusién del
R.H.D. es mayor.
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