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Resumen: Se ha realizado un estudio de deteccidn del virus de la RHD mediante las
técnicas de Hemoaglutinacién y ELISA en secrecciones oro-respiratorias y excrecciones
(orina y heces), procedentes de animales infectados experimentalmente. Parte de las
muestras ororespiratorias han resultado positivas con ambas técnicas mientras que la orina
y heces fueron negativas.

Cuando se realizé la inoculacion experimental extractos preparados a partir de estas
mismas heces y orina en conejos sensibles se logré reproducir la Enfermedad Virica
Hemorrdgica con similares caracteristicas a las que presenta en la infeccién natural.
Paralelamente se realizé una inoculacién intragdstrica en diez conejos mediante una
suspensién obtenida a partir de un extracto de higado procedente de conejo infectado con el
virus de la Enfermedad Virica Hemorrdgica. Los conejos asi inoculados han presentado el
mismo cuadro clinico que se observa en la forma natural de la enfermedad y han trasmitido
la infeccién por aerosol a conejos testigo colocados préximos a ellos.

Estos resultados demuestran la importancia de las secrecciones ororespiratorias, de la
orina y de las heces en la trasmisién de la RHD asi como la efectividad de la via
digestiva en su reproducién.

INTRODUCCION

La Enfermedad Virica Hemorrédgica del Conejo (RHD) es una de las tltimas
enfermedades infecciosas aparecidas dentro de la patologia animal. Es una enfermedad
extraodinariamente difusible, puesto que en pocos afios se ha extendido por cuatro
continentes: Asia, Europa, América y Africa. La primera descripcién fue hecha en 1984 en
China (13), en Europa se observ6 por primera vez en 1986 y en los afios siguientes se describié
en la mayoria de los paises (2, 10, 15, 16, 25, 26). En Espaiia se diagnostic6 por primera vez
en 1988 (1).

Su etiologia ha sido ampliamente discutida desde los primeros momentos de su
aparicién en Europa. En un principio, para algunos autores se trataba de una carencia de
tipo nutricional o de intoxicacién por metales pesados procedentes de vertidos industriales
o pesticidas (2,16), tambien se ha considerado la posibilidad de que la enfermedad
existiese en Europa desde mucho antes a lo descrito, y hubiese pasado desapercibida por
haberse enmascarado su diagnéstico achacdndolo a otros procesos (2, 22). La RHD esta
producida por un virus esférico, de simetria icosaédrica y desprovisto de envoltura (6) la
mayoria de los autores observan un didmetro externo de 30-35 nm, presenta en su superficie
formaciones en forma de cdlices (4, 6, 11, 17, 20) y posee una fuerte capacidad
hemoaglutinante para hematies humanos (13, 21).

Su clasificacién ha sido controvertida, ya que los autores chinos han defendido
reiteradamente que se trataba de un parvovirus (10, 27), mientras que en Europa se le ha
considerado un Calicivirus (4, 17, 20, 25). En recientes estudios, los autores chinos han
reconocido que se trata de un Calicivirus, (19).

La RHD mantiene todavia muchos aspectos desconocidos tanto en lo que se refiere a
su origen, agente etiolégico, caracteristicas epidemiolégicas y patogenia. El modo de
trasmision, las materias infectantes o las vias de entrada del virus de la RHD son aspectos
epidemioldgicos desconocidos que deben de ser desvelados para conseguir mejorar los
resultados de la aplicacién de las medidas profilafticas que conduzcan al control de la
enfermedad en los conejos. La observacién de casos de infeccién natural inducen a pensar que
la via aerégena o respiratoria serfa un modo de trasmisién predominante en explotaciones




intensivas (23). sin embargo tambien se ha sospechado que la transmisién se puede
producir a través del alimento contaminado con secrecciones 0 excrecciones procedentes de
conejos infectado (16).

Nuestras experiencias tienen como objetivo el determinar si la secrecciénes
ororespiratorias, la orina y las heces de los animales infectados contienen el virus de la
RHDy si son capaces de reproducir la infeccién en animales sensibles, asi como comprobar
si la via digestiva permite reproducir la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Hemos utilizado 37 conejos de raza Neozelandés, (Oryctolagus cuniculus), de 12
semanas de edad, procedentes de una explotacién cunicola convencional. Todos los conejos
carecian de anticuerpos frente al virus de la Enfermedad Virica Hemorragica (RHD),
demostrado por la técnica de Inhibicién de la Hemoaglutinacién, (IHA).

Virus

El virus viulento utilizado para la inoculacién por via intragastrica se obtuvo a
partir de conejos infectados experimentalmente de RHD. Se utilizé el higado como fuente
de virus dado su alto titulo hemoaglutinante. Para la elaboracién del indculo se hizo un
triturado de una suspensién del érgano en tampén fosfato (PBS, pH=7,2), que
posteriormente fue sonicado (1 minuto a 30 W de potencia) y centrifugado a 3.000 r.p.m.
durante 10 minutos, el sobrenadante fue filtrado a través de membrana de 22 p, titulado por
Hemoaglutincién (HA) diluyéndose en PBS para obtener 64 Unidades Hemoaglutinanates
(UHA).

Técnicas empleadas:

Técnica de Hemoaglutinacién, (HA), (21): Las muestras (higado, bazo u otras),
fueron diluidos en la proporcién 1/3 (p/v) con PBS de pH 7,2 y triturados. Posteriormente se
sonicé durante 1 minuto a 30 W de potencia en baiio de hielo. Tras el centrifugado de la
muestra (3.000 rpm durante 10 minutos), el sobrenadante se utiliz6 para el diagnéstico. Se
han utilizado hematies del grupo 0 humanos diluidos al 1% en PBS, con un 0,1% de
seroalbtimina bovina. A 50 pl de cada una de las diluciones del extracto se afiadian 50 pl de
los hematies al 1%. La incubacién se efectuaba a 4° C durante al menos 2 horas. La inversa
de la ultima dilucién positiva es el titulo en Unidades Hemoaglutinantes (UHA).

La técnica de Inhibicién de la Hemoaglutinacién (IHA) se realizé con diluciones
seriadas del suero enfrentadas al antigeno obtenido de extracto hepatico conteniendo 8
UHA /50ul.

Técnica ELISA, (5): Se utilizé suero hiperinmune frente a virus RHD para el
tapizado de la placa y anticuerpos monoclonales, (1H8 y 6G2 frente a epitopos externos e
internos del virus de la RHD), unidos a la enzima peroxidasa de modo que la reaccién se
revela seguidamente por la adicién del substrato orto-phenilen-diamina. Las muestras
positivas mostraban densidades o6pticas alrededor de 0,8 tras la lectura en
espectrofotémetro Flow a una longitud de onda de 492 nm.

Esquema de la Experiencia
. Se utilizaron 7 conejos adultos inoculados experimentalmente con virus de la RHD

por la via intramuscular (IM). Se recogieron muestras de la secrecién nasal, (N) y
orofaringea, (OF), diariamente, desde el dia de la inoculacién (dia 0%) hasta el dia 14°
post-inoculacién, empleando para ello hisopos estériles. Tras la muerte de los conejos se
procedié a la toma de muestras de exudado traqueal. Las muestras fueron mantenidas en
refrigeracién en tubos estériles con 0,5 ml. de un tampén PBS 1 M (pH=7,2) adicionado con
antibidticos, hasta su estudio por HA y ELISA.

Las muestras de orina y heces procedian de conejos inoculados experimentalmente.
Las heces fueron diluidas en PBS 1M (pH=7,2) al 50% trituradas y sonicadas durante 1
minuto a 30 W de potencia y se centrifugaron 30 minutos a 10.000 g, el sobrenadante se filtr6
a través de una membrana de 0,22 p. La orina fue centrifugada durante 30 minutos a 4.000
r.p.m., y el sobrenadante fue posteriormente filtrado por membrana de 0,22 .

Inoculacién experimental:




1) A partir de suspension de heces: Tres conejos adultos situados en jaulas
individuales y aisladas entre si fueron inoculados por via intramuscular con 1 ml de la
suspension de heces . Tres conejos més fueron inoculados con suspensién de heces de conejo
sano preparadas de igual modo que las heces anteriores, como testigos de las heces por si
mismas. Otros 3 conejos se colocaron en proximidad de algodones embebidos en la suspension
de heces situadas junto al pienso, sin que pudiera ser ingerido por los animales.

2) A partir de suspensién de orina: 3 conejos en condiciones similares a las anteriores
fueron inoculados con la orina de conejos infectados por la via intramuscular y otros 3
conejos con orina procedente de animales sanos tratada de igual forma.

 3) Inoculacién via intragdstrica: Diez conejos fueron inoculados con 1 ml de la
suspensién de virus RHD que contenia 64 UHA via intragéstrica (inyeccién directa del
inéculo en cavidad gastrica, IG). Se dispusieron dos conejos testigo sin inocular en jaulas
independientes separadas pero proximos a los conejos inoculados.

Otros dos conejos fueron desafiados via intramuscular con 1 ml del mismo inéculo
utilizado anteriormente, para comprobar su virulencia.

Se realiz6 la observacién clinica diaria tras la inoculacién. Los conejos que
sobrevivieron mas de 14 dias post-inoculacién fueron sacrificados. En todos los conejos se
recogi6 el higado para su diagndstico por HA.

Paralelamente se realizaba una extraccion de sangre los dias 0°% 72 y 142 p.i., para
realizar posteriormente el andlsis serolégico mediante la prueba de IHA.

RESULTADOS

Estudio de exudados nasales, orofaringeos y traqueales mediante las técnicas de HA y
ELISA.

Mediante la prueba de HA no se ha obsevado ningun orden en la aparicién de las
muestras nasales positivas ya que hemos encontrado muestras positivas en el dia 0? (dia de
la inoculacién), 2¢ y 8° postinoculacién, (pi), mientras que las muestras positivas de
exudados orofaringeos, (OF), se han observado entre el 1°y 52 dia pi., (Tabla 1). Ocho de
las muestras OF y N diagnosticadas inicialemente mediante HA, se consideraron con
reaccién inespecifica al realizar la técnica ELISA.

Mediante la técnica ELISA la muestra orofaringea del conejo n? 6 ha dado reaccién
positiva frente a los dos monoclonales, las del n® 3, 4 y 8 dieron reaccién negativa aunque
hubieran dado reaccién positiva en HA. En sentido contrario, todas las muestras de traquea
estudiadas en ELISA han dado reaccién positiva aunque hubieran dado negativo en HA,
(conejos n® 1y n? 2), los conejos n° 7 y 8 no fueron estudiados por esta técnica puesto que
permanecieron vivos mds alla de los 14 dias pi, (Tabla 2.), El conejo n? 6 muri6 a los 20 dias
piy su trdquea di6 reaccién positiva.

Las muestras de exudados nasales dieron reaccién negativa en ELISA.

En ninguna de las muestras de orina y heces se observ$ positividad mediante la
técnica de HA y ELISA.

Inoculacion de suspension de heces procedentes de conejos infectados experimentalmente de
RHD

La inoculacién por via IM, de 3 conejos con el extracto filtrado de heces que habian
dado HA y ELISA negativo, provocé la muerte de uno de ellos en el 22 dia pi, con cuadro
tipico agudo de RHD. La HA de higado y bazo del conejo resulté positiva, (4096 UHA). El
22 y 32 conejo inoculados por via IM desarrollaron una alta respuesta en anticuerpos
detectados por IHA (10240 UIHA), (Tabla 3).

De los conejos que vivieron en proximidad del algodén impregnado con la suspensién
de heces dos de ellos desarrollaron el cuadro tipico agudo que le ocasioné la muerte al 32 y
42 dia de exposicion. El conejo que no muri6 presentd respuesta en anticuerpos frente a RHD
(Titulo 640 UIHA), (Tabla 3).

Inoculacién de suspension de orina de conejos infectados experimentalmente de RHD




La orina negativa en HA y ELISA inoculada por via IM en 3 conejos, provocé la
muerte de dos de ellos con el cuadro clinico tipico de RHD al 52 dia p.i., el tercero muri6 a
los 15 dias p.i.. Los titulos detectados en el extracto hepatico de los tres conejos fue igual o
superior a 4096 UHA, (tabla 3).

Inoculacion de suspension de higado de conejos infectados experimentalmente de RHD por
via Intragdstrica (IG), (Tabla 4).

De los 10 conejos inoculados por via IG, 1 muri6 con un cuadro sobreagudo de RHD a las
24 h pi, 5 murieron a las 48 h pi, el séptimo murié con cuadro agudo a las 72 h y un octavo a
las 96 h pi. el noveno de ellos desarroll una forma clinica de hepatitis subaguda, a las 24 h
pi dejé de comer, estaba triste y apenas defecaba. Esta situacién la mantuvo durante una
semana, su orina present6 bilirrubina y hemoglobina. Al séptimo dia comenzé una
recuperacion clinica comenzando a comer y beber y aumentando el niimero y cantidad de
deyecciones y la miccién. El 8 ¢ dia post-inoculacién mejors, la orina no presentaba
bilirrubina y solo se detectaron bajos niveles de hemoglobina. a partir de ese momento la
recuperacion clinica fue total y presentaban una alta tasa de anticuerpos IHA.

El dltimo de los 10 conejos no manifest6 sintomatologia y desarroll6 una alta tasa de
anticuerpos a los 14 dias de la inoculacién IG (titulo 20480 UIHA).

Los dos conejos inoculados por la via IM con el mismo inéculo desarrollaron cuadros
sobreagudos y murieron dentro de las 48 h post-inoculacién.

El conejo testigo préximo al que desarroll6 la forma de hepatitis subaguda murié al
22 dia con un cuadro agudo de RHD. El segundo conejo testigo presenté sintomas de RHD al
52 dia de permanencia junto a los conejos inoculados y murié a las 48 h..

DISCUSION

Hemos observado que el virus de la RHD es excretado con las secreciones
ororespiratorias y ha sido detectado mediante Hemoaglutinacién y ELISA. El hecho de no
detectarlo de forma constante podria ser debido a que la excreccién es intermitente, a que la
toma de muestras no es la mas adecuada para conseguir cantidades apreciables de virus, o a
una especial labilidad del virus en ese tipo de excrecciones. Nosotros consideramos que
estas dos ultimas opciones parecen las mas probables, e incluso el hecho de que la técnica de
ELISA solo detecte positividad con el monoclonal 6G2 en algunas de estas muestras, podria
indicar que se puede estar produciendo un proceso mds o menos rapido de degradacién del
virus en esas muestras, hecho que ha sido sospechado por algunos investigadores, (5).

Estas excrecciones puede ser la principal fuente de virus en una explotacién
industrial, en la que la ventilacion forzada produce el movimiento de aire continuo, y por
otra parte los conejos conviven hacinados, por lo que se ve muy favorecida la transmisién
via aer6gena con la respiracion, estornudos, etc.. Anteriormente a nuestra experiencia, la
via aer6gena ha sido observada en numerosas ocasiones, tanto de forma experimental como
en casos de infeccién natural (3, 17, 24, 28), aunque no se habia realizado ningiin estudio de
demostracidn de la presencia del virus en la secrecciones respiratorias.

A pesr de que el virus de la RHD no ha sido detectado en las heces ni en la orina por
las técnicas de HA y ELISA, hemos comprobado que estd presente en ambas dado que es
posible reproducir la enfermedad en conejos sensibles a partir de ellas. Estos resultados nos
hacen pensar en la posibilidad de que las particulas viricas de RHD contenidas en las
heces y orina o bien se encuenran en concentraciones muy bajas, o bien han sufrido un proceso
de degradacién que impide su deteccién por HA y ELISA. Sin embargo, y aunque las técnicas
"in vitro" no los detecten, los hechos nos indican que ambos tipos de excreciones contienen el
virus de la RHD con capacidad infectante, esta sospecha derivada de la observaci6n de la
infeccién natural no habia sido demostrada con anterioridad a nuestra experiencia, (3, 7,
12, 14, 18, 24, 28).

Otro dato que se deduce de la experiencia es que las heces y la orina provocan la
infeccién por vias parenterales, pero tambien hemos observado que la proximidad a
suspensiénes de las heces virulentas producen la infeccién por contacto directo o por aerosol.
Esta modalidad de infeccién podria tener un papel importante en la trasmisién de la RHD
entre los conejos silvestres y conejos domésticos de explotaciénes rurales con yacija
permanente. Sin embargo, en explotaciones industriales en las que los conejos no pueden




tener contacto con las excreciones puesto que caen al foso de deyecciones, estas fuentes no
representan un riesgo grave de trasmisién. Este hecho lo hemos comprobado al mantener a
un conejo sano en una jaula elevada sobre deyecciones procedentes de otros conejos que
excretaban el virus en las heces. Tambien es posible que las heces secas no trasmitan el virus
con facilidad

Respecto a la via intragastrica, hemos observado que resulta eficaz para reproducir
la enfermedad, lo que indica que el virus de la RHD mantiene su viabilidad despues del
proceso de la digestion. _

En los primeros afios tras la aparicién de la RHD, Fiore (8) y Galassi (9) realizaron
un estudio epidemioldgico sobre la evolucién que habia tenido la enfermedad en una
explotacién y llegaban a la conclusion de que la unica via de entrada de la infeccion en la
explotacién tenia que haber sido a través del forraje contaminado, en esas publicaciones
solamente se pudo suponer que la via digestiva podria haber intervenido en el desarrollo
del proceso, sin embargo no se pudo demostrar feacientemente. En nuestra experiencia
hemos confirmado experimentalmente esta sospecha, si bien creemos que una vez que la
RHD se ha presentado en una explotacién industrial, la via mas efectiva en la difusién de
la RHD es por aerosol.

Por el contrario, en condiciones de vida silvestre o en pequeiias explotaciones
familiares pensamos que tanto la via aerosol como la via digestiva pueden tener similar
importancia en la difusién y trasmisién de la RHD.
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Tabla 1: Resultados de la HA de muestras nasales, orofarigeas y traqueales de conejos

inoculados experimentalmente con virus de la RHD.

N¢® 0® pi 12 pi 2° pi 52 pi 6° pi 87 pi 92 pi 15%pi
1 - #TR-
2 N+ OF-  #TR-
3 N+OF- N-OF+
#TR+
4 - N-OF+? #IR+ |
5 - - - - - - - o
6 - N-OF+ N-OF+ N-OF+ - - - =¥
7 - N-OF+ N+ N-OF+ - N-OF+? N-OF+? N-
OF+? OF+2*
8 - - N-OF+? N-OF+ N-OF+? N+OF+? - -*

#: Dia de la muerte; *: vivieron mds de 14 dias tras la infeccion; **: No desarrolld la infeccién
tras la inoculacién; ?: reaccion inespecifica; N: nasal; OF: orofaringea; TR: traqueal.




Tabla 2: Secrecciones positivas en la prueba ELISA

N¢ y muestra 1H8* 6G2*
1/0OF - +
5/0OF - +
6/0OF + ++
7/OF - ++
1/TR + ++
2/TR - ++
3/TR + ++
4/TR + ++
6/TR + ++

OF: exudado orofaringeo; TR: exudado traqueal; *:
resultado expresado como porcentaje de reaccién respecto
a la D.O. del control positivo.




Table 3: Evolucién de los conejos inoculados con heces y orina de conejos
infectados de RHD.

Conejo 2%pi 3%pi 4°pi 5%pi 14%pi 15%pi

H/IM
1 M
2 10240*
3 10240*

6 640*

7 Sano
8 Sano
9 : Sano

O/IM
10
11

12 M

2=

0O/C
13 Sano
14 Sano
15 Sano

C: controles; Ct.: en contacto; H: heces; IM: intramuscular; M: Muerte; O: orina;
pi: dia postinoculacion; *: Unidades Inhibidoras de la Hemoaglutinacién.

Table 4: Evolucién de los conejos inoculados por via intragdstrica con virus de la
RHD.

Conejos 1%pi 2%pi 3%i 4°%pi 7%pi 14°pi
1 M
2 M
3 M
4 M
5 M
6 M
7 M
8 M
9 Hepa- 10240
titis UIHA
10 : 20480
UIHA
CD-1 M
CD-2 M
C-1 M
C-2 Sano

C-1 and C-2: conejos no inoculados en proximidad a inoculados; CD-1 and CD-2:
control del virus de desafio; UIHA: Unidades Inhibidoras de la
Hemoaglutinacién. M: Muerte; pi: dia postinoculacion.







