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Enfermedad hemorragica del conejo: Primer diagnostico en el Uruguay
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RESUMEN

Se estudia la aparicién de una epidemia en conejos de criaderos
familiares, hasta ahora desconocida en el pais. Los casos clini-
cos presentan un periodo de incubacién muy corto y una evo-
lucién rapida con muerte entre 24 y 48 horas. Se procesan
animales enviados a la DILAVE para su diagndstico provenien-
tes de dos departamentos (Montevideo y Canelones), asi tam-
bién especimenes inoculados experimentalmente. Los sinto-
mas y lesiones macro y microscépicas observados son compa-
tibles con EHC, la cual es confirmada por estudios virolégicos
(DILAVE y Centro de Referencia para EHC en Brescia, [talia).

El presente trabajo tiene por finalidad comunicar la presencia
de la Enfermedad Hemorragica del Conejo (EHC) por primera
vez en Uruguay.
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SUMMARY

An epidemic disease in rabbits unknown in the country is
studied. Clinical cases shows very short incubation period and
sudden death between 24 - 48 hrs. Rabbits from two regions
(Montevideo, Canelones) sent to DILAVE for diagnosis, and
animals from experimental inoculation was carried out. Based
on clinical and pathological findings RHD was suspected. The
disease was confirmed by laboratory studies at DILAVE and
RHD/OIE Reference Laboratory, Brescia, Italy.

The objectuve of this paper is to notify the presence of RHD
for the first time in Uruguay.
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INTRODUCCION

La Enfermedad Hemorréagica del Conejo
(EHC) es causada por un calicivirus es-
pecifico (Familia Caliciviridae, Género
Lagovirus). Si bien al principio se aislan
varias cepas de un mismo serotipo, es a
partir de 1998 en Italia (4,5,10) y en 1999
en Alemania (10,11) que se diagnostican
cepas antigénicamente consideradas
como variantes (RHDVa).

Es una enfermedad altamente contagio-
sa, aguda y de alta mortalidad del conejo
europeo (Oryctolagus cuniculus) cuan-
do se introduce por primera vez en una
poblacion susceptible (10).

Se diagnostica por primera vez en la Re-
publica Popular China en 1984 (8), ex-
pandiéndose luego a Corea y otros pai-
ses de Asia, reconociéndose posterior-
mente en Italia y otros planteles cunico-
las del continente europeo (1988-1998).
Del mismo modo, se detecta en diversos
paises africanos y Oceania. Cabe sefia-
lar que es introducida por el hombre en

Australia y Nueva Zelanda con la finali-
dad de controlar los dafios ocasionados
por conejos silvestres (6,10).

Con respecto al continente americano,
se evidencia en Cuba en varias oportuni-
dades (la ultima en 2004), México (1988,
1990) y EUA en el afio 2000 (5). En
América del Sur hasta la presente comu-
nicacion es considerada una enfermedad
exdtica, no habiendo sido reportada por
ningun pais.

El presente trabajo tiene por finalidad
comunicar la presencia de la EHC por
primera vez en Uruguay (7).

MATERIALES Y METODOS

Datos epidemiolégicos

El caso indice se presento en el Labora-
torio de Diagnéstico el dia 16/11/04 en
horas de la mafnana. En el mismo dia se
presentan otros tres casos clinicos simi-
lares de una zona aledafa a la primer con-
sulta. Los casos llegados al laboratorio

provenian de criaderos familiares y en
ninguna oportunidad procedian de esta-
blecimientos industriales.

El motivo de consulta fue la subita mor-
tandad de animales y la forma clinica
sobreaguda o aguda que presentaban.

En la anamnesis no se encontré datos
comunes a saber: alimentacidn, suple-
mentacion, tipos y formas de tratamien-
to médicos efectuados. Los casos clini-
cos provenian de dos zonas del Depar-
tamento de Montevideo (Paso de la Are-
na, Lezica) y posteriormente se exten-
dieron a otros barrios del Departamento
y al Departamento vecino (Canelones).

Sintomas/Signos

Los animales recibidos en el laboratorio,
presentaban la forma clinica sobreaguda
o aguda que se caracterizaba por ano-
rexia, depresion del sensorio, astenia y
conjuntivitis sero-mucosa (discreto co-
rrimiento). Con respecto a los signos
neurolégicos se destacaban las convul-
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siones repentinas, opistotonos, astaxia,
ataxia, paresia y paralisis locomotriz.
Relativo a los signos respiratorios se
pudo observar disnea, epistaxis, conjun-
tamente con una cianosis de mucosas
aparentes y en ocasiones, rectorragia al
final del curso evolutivo de la enferme-
dad.

Asimismo, en casi todos los casos clini-
cos vistos, la muerte ocurria emitiendo
los animales afectados un fuerte “chilli-
do” terminal.

El periodo de incubacién (P.I.) variaba
entre 24 y 72 horas y la mayoria de los
conejos adultos morian en 24-48 horas
después del comienzo de los sintomas
(periodo de prepatencia).

En los focos iniciales no se afectaban
gazapos ni ejemplares de menos de 2
meses de edad (se verificaron pocas ex-
cepciones a este comportamiento epide-
miolégico).

Anatomia patolégica

Se efectuaron necropsias de conejos en-
viados al Departamento de Patobiologia
y los animales inoculados segtin técnicas
clasicas.

Estudios histopatologicos

Para realizar los estudios histopatoldgi-
cos se fijaron en formol bufferado al 10%
muestras representativas de higado, pul-
mon, timo, corazdn, bazo y rifidén. Luego
las piezas fueron incluidas en parafina y
cortadas a 3 micras de espesor. Todos los
cortes fueron tefiidos con la técnica de ru-
tina de Hematoxilina y Eosina (H-E).

Por este método se estudiaron muestras
provenientes de 10 animales de casos de
campo y 2 animales en los que se habia
realizado la inoculacién experimental.

Diagnéstico diferencial

En primera instancia se realizaron prue-
bas bacteriologicas para descartar Pas-
teurelosis, Enterotoxemia y Salmonelo-
sis de forma clinica aguda (Departamen-
to de Bacteriologia).

Del mismo modo, se descarté6 Mixoma-
tosis en su forma clasica clinicamente,
teniendo en cuenta la presentacion de los
casos reportados en nuestro medio
(1974-2004)(1) (Casuisticade la DILA-
VE “M.C.Rubino”).

Asi también se realizaron estudios toxi-
coldgicos para descartar muertes stbitas
debidas a Micotoxicosis (Seccion Toxi-
cologia).

Reproduccion experimental de la
enfermedad

Animales: Se inocularon 2 conejos (ma-
cho y hembra) pertenecientes al plantel
de la DILAVE con una edad de 8 meses y
un peso superior a los 4 kg. Dichos ani-
males fueron inspeccionados y maneja-
dos de acuerdo con los protocolos sani-
tarios de la Institucion. Como testigos o
controles sanos, se dejé una camada de
8 conejos de la misma edad y peso
aproximados, mantenidos en las mismas
condiciones ambientales.

Inéculo: Se efectué un triturado al 10
% de higado y bazo de los animales con
sintomas y recientemente muertos remi-
tidos al laboratorio (No 4164 y 4172).
Para la realizacion del indculo se empled
un diluyente universal (PBS) mas el
agregado de antibidticos (Pen./Est.), dejan-
dolos actuar por una hora a 4-8° C. Poste-
riormente la muestra fue centrifugada y
procesada segtin técnica de referencia (10).

Vias y dosis: La dosis empleada fue de
1.0 ml dividida en 3 vias a saber: subcu-
tanea (0.5 ml), instilacion nasal (0.25 ml)
y oral (agua de bebida, 0.25 ml).

Estudios virolégicos - (DILAVE)

Técnica de Hemoaglutinacién: Para
identificacion del agente se utilizé la téc-
nica de hemoaglutinacién (HA) de acuer-
do a las recomendaciones de la OIE
(Manual of Standards)(10).

Se utiliz6 sangre tipo O extraida con so-
lucion de Alsevers y lavada con 0.85%
de PBS a pH 6.5. Los eritrocitos lavados
fueron suspendidos al 0.8 % en PBS para
ser utilizados en la técnica. Diluciones
crecientes de un homogeneizado al 10%
de higado de animales que presentaron
la sintomatologia descrita, fueron reali-
zadas en microplacas de fondo en U, en
duplicado en base 10. Las diluciones
fueron enfrentadas con igual volumen
de la suspension de eritrocitos, y cada
placa fue incubada a diferente tempera-
tura, una a 4° C y otra a 25° C. El tiempo
de incubacion qued6 determinado cuan-
do la sedimentacion de eritrocitos fue
completa en el pocillo control.

Estudios virologicos - (Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della
Lombardia e dell’Emilia Romagna
Brescia- Italia)

Muestras: Se enviaron 4 muestras de
higado y bazo y 6 sueros para diagnosti-
co, pertenecientes a 2 criaderos afecta-
dos por la presunta EHC.

a) Deteccion de antigeno viral - Con
los materiales sdlidos se emplearon la
técnica de ELISA sandwich (estandar)
especifica para el virus de EHC en pri-
mera instancia, y un posterior ELISA
sandwich con un panel de 14 Anticuer-
pos monoclonales (Acm). (5,10).

b) Deteccién de anticuepos — Con los
6 sueros enviados, se realizaron la técni-
ca de ELISA de competicidn (estandar)
para la deteccion de Ig antivirus de la
EHC (10) y un ELISA indirecto para
poner de manifiesto la presencia de cada
clase de Ig-IgG, IgM e IgA (5).

RESULTADOS

Macroscopia

En el estudio macroscépico se destaca-
ron las lesiones a nivel hepatico (hepa-
tomegalia, coloracion ocre y/o palida del
6rgano y un aspecto reticulado en nuez
moscada) (Fig. 1). Se observaron pete-
quias y equimosis en el timo, traquea,
miocardio, rifién y pulmén (Fig 2). El
timo ademas presentaba severa hipertro-
fia. Se observo una esplenomegalia mar-
cada y coloracion oscura del 6rgano.

Figural. Higado: se observa una
hepatomegalia y cambio de coloracién
(ocre) con aspecto reticualdo.
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Figura 2. Pulmén y traquea: En ambos
pulmones y en la traquea se observan
petequias y hemorragias difusas.

Histopatologia

Al estudio histopatoldgico se observ en
pulmén edema y congestion alveolar, pro-
liferacion del epitelio bronquial e hiper-
plasia de la capa media de arteriolas. A ni-
vel hepidtico se destaco severa necrosis
hepatocitica con distribucion difusa (Fig
3), proliferacion canalicular y moderada
infiltracion centroacinar. En las muestras
de bazo se observaron necrosis focal y
deplecion linfocitaria. El rifion present6 en
algunos animales necrosis y degeneracion
hialina de glomérulos y tabulos.

En el Cuadro 1 se esquematiza la fre-

cuenciade las citadas lesiones en los ca-
sos de estudiados.

Figura 3. Histopatologia de Higado:
Hepatitis caracterizada por necrosis
hepatocitica difusa.

Cuadro 1.Frecuencia de lesiones observadas por érgano estudiados segtin n° de ficha.

Ficha Higado

Pulmoén

Riiion Bazo Timo

4164- A
4164-B
4172 -A
4172-B
4184

4185
4310- A
4310-B
4310-C
4584

4430 Exp A
4430 Exp B

AAAAAAAAAAAA
AA AAAAAAKAANX

X X
X X

AR KK

*Exp = Inoculacion experimental.

En base a los estudios efectuados en el
Departamento de Bacteriologia de la DI-
LAVE se descartaron patologias causa-
das por bacterias de género Pasterurella
y Salmonella.

El estudio Toxicol6gico de las raciones fue
negativo a la presencia de Micotoxinas.

Reproduccion experimental de la
enfermedad

Los conejos inoculados murieron en un
lapso de 18-20 horas PI presentando
epistaxis, astasia, ataxia y convulsiones
repentinas.

Con respecto a la anatomia patoldgica
macroscopica e histopatologia, se eviden-
ciaron las mismas lesiones que en los
animales de campo ya descritas.

Estudios virolégicos — DILAVE

Técnica de Hemoaglutinacién : En la
placa incubada a 4° C se observo el punto
final (dilucién mayor en la que se observa
laHA)en 10*, mientras que en la incuba-
da a temperatura ambiente fue de 10°. De
acuerdo a estandares internacionales (10)
se consideran positivos aquellos titulos ma-
yores a 1/160. Los resultados positivos de-
berian ser confirmados por otras técnicas
como ELISA o microscopia electronica.

Estudios virolégicos - (Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della
Lombardia e dell’Emilia Romagna
Brescia- Italia). (Figura 4).

1H8 1H3 2A10 6F9 3H6 2G3

ul

3812 2E1 4 5D11

,ﬂlﬂ
3D. 306

Muestra 579
V77 Cepa referencia EHCV Bs89
EHVa

L__| control Negativo

Figura 4. Resultados de la prueba de ELISA sandwich con el panel de anticuerpos
monoclonales (Mabs) producidos contra el virus de EHC (RHDV Bs89) y

virus variante (RHDVa).
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Los sueros son considerados positivos
para el ELISA estandar cuando poseen
un titulo 21/10.

Para los otros ELISAs, son considera-
dos positivos cuando el titulo es >1/40.
(Cuadro 2).

DISCUSION

En Uruguay dentro de las enfermedades
de notificacion obligatoria a la OIE, so-
lamente hasta el 2004, se reportaba la
Mixomatosis con aparicion muy espo-
radica (1), si bien ya en 1992, se mani-
festaba el alerta sanitario de dos afeccio-
nes en leporidos en otras latitudes, in-
cluida la EHC (2).

Los resultados obtenidos a partir de los
animales estudiados confirman la presen-
cia del virus de la Enfermedad Hemorra-
gica del Conejo. Las muestras de higado
estudiadas por la prueba de ELISA vy
enfrentadas a un panel de anticuerpos
confirman la presencia de la variante de-
nominada RHDVa, siendo diferente a la
cepa clasicade RHDV (RHDVBs89). La
cepa variante RHDVa fue aislada por
primera vez en Europa en 1997 (4,5,11)
y ha remplazado a la cepa original en
algunas regiones de Italia. Este subtipo
fue aislado también en Estados Unidos
en el afio 2000 (5).

Los resultados obtenidos por el anélisis
seroldgico confirman la presencia de an-
ticuerpos especificos en todas las mues-
tras enviadas al Laboratorio de referen-
cia. Los titulos de anticuerpos IgM y
IgA deben ser considerados indicativos,
porque también dependen por razones
técnicas de la concentracion total de IgM
y IgA en cada suero que es desconocida.
La presencia de IgM indica que los cone-

Cuadro 2. Resultados de los sueros procesados seglin técnica de ELISA utilizada.

N1 N°2 N°3 N°4 N° 11 N° 22
Standard ELISA 1/160 1/160 1/160 1/320 1/80 1/640
IgG ELISA >1/40960 >1/40960 >1/40960 >1/40960 >1/40960 >1/40960
IgM ELISA* 1/640 1/40 1/2560 1/2560 1/640 1/2560
IgA ELISA* 1/640 17160 1/640 1/640 1/640 1/640
jos estuvieron en contacto con el virus CONCLUSION

no mas de uno a dos meses antes de la
toma de muestras. La presencia de IgA
en los sueros sugiere que la respuesta in-
munolégica especifica se origina por una
infeccion y no por una vacunacion (5).

Hasta la fecha, no se ha podido determi-
nar cual fue el origen de esta enferme-
dad. En base a lo acontecido en otros
paises, a la bibliografia consultada y las
caracteristicas de nuestro territorio na-
cional, existirian varias hipotesis para
considerar: introduccién de ejemplares
vivos o embriones en forma ilicita pro-
venientes de paises que han sido afecta-
dos por la EHC, ingreso en la cadena ali-
mentaria de los establecimientos cunico-
las, a través de alimentos contaminados
provenientes del exterior, visita a los cria-
deros de personas que estuvieron en con-
tacto con animales infectados o fomites
contaminados, importacion de produc-
tos o subproductos de zonas endémicas
(cueros, pelo, carne), exaltacion de la vi-
rulencia de cepas “hipovirulentas” en la
region.(9).

Se confirma la presencia de la EHC en
Uruguay en base a datos epidemioldgi-
cos, clinicos, patologicos, diagndstico de
laboratorio y reproduccién experimen-
tal con la cepa aislada.

De los andlisis virologicos efectuados se con-
cluye ademas, que la cepa actuante pertene-
ce a un subtipo variante (RHDVa)(5).

Se ha demostrado la capacidad de la DI-
LAVE “M.C. Rubino” para realizar un
diagnostico primario de EHC tanto des-
de el punto de vista clinico, histopatold-
gico y viroldgico.
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