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La Enfermedad Hemorragica Viral de los Conejos (EHYC), es umn
padecimiento de reciente incursién en nuestro pats, que se
caracteriza por ser altamonte contagioso con un periodo de
incubacion de 48 a 72 horas. Afecta a conejos domesticos
principalmente, con una morbilidad gque oscila entre el 30 vy B0 X
y una mortalidad de 80 al 100 X .

En la presente investigacisn se determins la viabilidad del
virus de ta EHVC en alfalfa, alimento balanceado comercial,
costales con alimento y ratas; cbservandose que 24tlos actuan como
vehiculos de transmisien mecanica de la enfermedad.

Por otra parte se sefala que el proceso de elaboracien del
alimento balanceado comerctal, asi como la aplicacion de medidas
de bloseguridad evitan la {nfeccien de la EHVC.

Para la realizacien de este estudio se elabord la semilla
viral, para calcular la dosis 1letal conejo 50 X ~» wvia oral
mediante el matodo de Reed and Muench.

Los alimentos y costales fueron contaminados ucon una
suspension viral de 100 DLC S0 X #» ml / via oral, mientras que a
las ratas se leés ofrecid higado de conejo infectado con el virus.

Los alimentos ya contaminados fueron ofrecidos a grupos de
conejos a diferentes intervalos para cobservar la viabilidad del
virus. Observandose que la alfalfa, alimento balanceado
comarcial y los costales, actuan como vehiculos de transmisidn de
l1a enfermedad por misc de 30 dias, obteniendose una mortalidad del
100 X, mientras que el alimento sometido a 80°C durante 3 minutos
no es capax de transmitir la enfermedad; por otro lado, las ratas
sale actuan como  vectores hasta el  Ser dia despues de
contaminarse.



La Enfermedad Hemorragica Viral de los Conejos CEHVC) es uwn
padecimiento de etliologia viral (21,50, qu= fuse detectado por
primera vez en China, extendieéndose rapidamente a otros palses
€15,17,19, 48).

En Europa se convive con esta enfermedad desde 1387 en donde
se vieron afectadas 1la Republica Federal Alemana, Alemania
Orilental, Checoslovaqula, Rusia, Rumania, Polonia, Hungria,
Framcia, Italia, Portugal, EspaXa, Suiza y Austria (15,17,10, 44,
46D .

En Mexico se detlecte® a mediados de diciembre de 1988,
asociandose con la introduccien ilegal de canales congeladas de
cone jos procedentes de China un mes anterlor €15,17,18, 463,

El periodo de mayor difusicn de la EHVC fus 2 mediados de
febrero de 1989 detlectindose su presencia en los estados . de
HMexico, Distrito fFederal, Guanajuato, Michozcan, Puebla, Morelos,
Queretaro, San Luis Potos., Tlaxcala, Jalisco, Hidalgo, Coahutla,
Nuevo Lesn, Guerrero y Veracruz (9,14, 18, 24,28).

Esta enfermedad se caracteriza por ser altamente contaglosa
con un periodo de incubacien de 48 a 72 horas. Afecta a conejos
domesticos principalmente, con una morbilidad que oscila entre 30
y BO X y una mortalidad que va de BO al 100 X <3,7,15,18,20,28,
550,

En algunos brotes se han observado picoes de mortalidad entre
los 2 y 3 dias posteriores a la introduccien de la enfermedad;
iniciindose con un curse agudo y muerte a las 72 horas. Y un
segundo pilco de los 7 a 13 dias posterlores a la infeccien, por
1o que se habla de una mortalidad difasica €13,14,26,55).

Existen estudios que indican que 1a signologita de la EHVC es
dificll de observar debido a que se presenta muerte subitar sin

embargo, se seala que en algunas ocasiones antes de la muerte
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£6 presonta Inquietud, convulsiones, chillidos y agonia por
asfixia C48). Otros autores sefialan la presencia de 1liquido
sanguinolento en fosas nasales, distension abdominal, pirexia y
ocasionalmente paralisis de los mlembros.C3,15,16,18,149, 20, 28, 27,
39,82).

Otros trabajos mencionan que las primeras muertes ocurren en
hembras en periodo de lactacioen, seguido de hembras gestantes y
machos adultos, mientras que lox animales menores de 2 meses
resultan refractarios a la enfermedad €3,9,10,12,16, 20, 26, 42, 48,
47,50, 54).

Las lesiones macroscopicas mis frecuentes son: congestien
pulmonar y bronquial, presencia de espuma de color rojize al
abrir 1a triquea, distensi¢én intestinal, hepatomegalia con
decoloracien y friabilidad, y esplenomagalla; ocasionalmente
congestidn renal, lesiones hemorrigicas en miocardio, tracto
digestivo y corteza adrenal, as!{ como presenclia de liquido
hemorrigico en cavidad toracica y abdominal (12,186,18, 20,26, 43,
44, 45, 54>,

£n cuanto a las lesfiones microscopicas: se ocbservan cambios
eirculatorios, edema y trombosis pulmonar; hemorrigias y eodema
perivascular, necrosis hepatica multifocal y difusa, necrosis
focal en riXones y en corteza adrenal, ast come cuerpes de
inclusien en células hepiticas, renales y encefalicas (1,13,16,
18, 28, 27, 42,55 .

Se afirma que hasta el momento no ha sido posible aislar el
agente etioldgico de la enfermedad en cultlivos celulares por 1lo
que aun existe gran controversia al respecte (20,50,55).

Algunos autores indican que el genoma del virus esta constituldo
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por DNA (20,21,54), que el virien es estable a pH 3 a SO °c
durante 80 minutos €(16,20,48), y que se inactiva con hidroxido de
sodio al 1 %X, formaldehido al 0.4% a temperatura de 4 a 37 oC bd
A propilolactona a Ce (s,

Estudios de microscop:a electrdnica han demostrado 1a
existencia de particulas virales de 32 a2 34 nm de diametro de
forma {cosaedrica, con capside constituida por 32 capsemeros.
Caracteristicas compatibles con las observadas en la familia
Parvoviridae (7,18,2G,33,34,54). Otros autores mencionan que
puede corresponder a un Picornavirus o a un Calicivirus
€7,18,20, 47,48,55). Sin embargo, el genoma de estos esta
constituido por RNA (16,20).

Para ol diagné<tico de 1a EHVC se han utilizado las pruebas
Az Hoemoaglutinactien (HAY e Inhiblefen de 1a Hemsaglutinacien
CIKAY, debido a que el virus es capaz de aglutinar gldbulos rojos
tipo o de humano (25, 88,47). Un estudio realizado en Espafia
sefala titules mayores de 1:4 098 en la prueba HA y en sueros de
cone jos sobrevivientes, titulo de anticuerpoes de 1:640 por la
prueba Jde JHA (J0). El diagnéstico por HA se realiza a partir de
muestras de cerebro, musculo, corazan, rifen, bazo, pulmen,

higado; sefalandoc a este ultimo comn ¢rgano de eleccion para el

diagnasstico, Ya gque contiene mayosr concentracion de virus
€4,15,18,51,55).

Tambien se ha comumicado el wuse de la prueba de
Inmmofluorescencia para el diagnostico de 1la enfermedad,

empleando improntas y cortes por congelacidn de or g anes, siendo
los mas importantes el higado, bazo y rifien (15>,

La tecnica de inmmofluorescencia es importante ya que esta
zantribuys para la clasificacian del wvirus. En el caso del

Parvovirus la inmunofluorescencia se observa en el niclec y
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citoplasma mientras que en el Picornavirus y Calicivirus
solamente en el citoplasma (43).

En varios casos de la EHVC se ha alslado

multocrds y Sovdetells brornguiIsct:cs en pulmsn, desconociéndose

hasta el momento la posible interaccioen entre estos;
(9,13,14,20,47)>. Sin embargo, resulta imprescindible un
diagndstico diferencial con éstas enfermedades debido a que las
lesiornes macroscéplicas que producen se asemejan (37).

Aun hay dudas acerca de la existencia de animales portadores
de esta enfermedad. Algunos estudios realizados hasta el momento
indican que animales altamente susceptibles expuestos a animales
recuperados de la enfermemdad, después de 2 meses, no enferman y
no se producen antjicuerpos contra la EHVC (21, 24, 32. 40, 41,).

Por otra parte las vias de transmisieén de 1la EWVC no han
sido bien establecidas hasta el momento, algunos trabajos
sugieren que la principal via es la aerogena (48). Sin embargo no
deben descartarse otras de mayor o wmenor importancia como
mucosas, solucien de continuldad y la wvia oral, a traves de
alimentos o agua contaminada (2,7,8,10, 13, 20, 48, 51, 54, 55).

Al respecto se seffala gque 1la mayor incidencla de esta
enfermedad se ha presentado en explotaciones de traspatio y
pequelias granjas cunicolas C14,16,20, 48], Tomando en
consideracidn que en este tipa de explotacionhes normalmente no se
aplican medidas de biloseguridad y se emplean alimentos frescos
como fuente de alimentacidn, se suglere que la via oral juega un
papel de suma importancia en la transmisisn del virus, ya que
alimentos contaminados accidentalmente podrian actuar .como
posibles vehicules mecindicos del virus de la EHVC,

Es comun que gente gue carezca de {informacion sobre la EHVC
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o cualquier otra enfermndad exstica se deshaga de los cadiveres y
desechos de las granjas arrojaikdolos a canales de aguas negras
que sirven para la irrigacien de sembradios de alfalfa,
puiiendo ser ésta, una fuente de contaminacign como sucede en
otros Lipos de enfermedades virales, tal como la Poliomielitis en

ol humano (43}, Lo mismo ocurre con otros plantios gque son

ompleados para la fabricacisn de alimento balanceado
comercial; sin embargo, se desconoce si los procedimientos
utilirados para su elaboracton {nactivan al virus, de tal

forma que pusdan actuar como posibles vehiculos de transmisidn
de 1a EHVC.

Asy mismo personas gue comercialiizan con la alfalra
Calfalferos), pusden  actuar coms vehiculos de transmisiosn
aecinica ya que es frecuente que estos vayan de una a otra granja
reatizandoe sus entregos, siendo comun Que bajen 1la alfalfa y
la coloquen cerca de donde se encuentran los animales, dandose la
posibilidad Jde tener contacto con cadaveres o excretas infectadas
por o1 virus y de esta forma diseminar la enfermedad » otras
explotaciones cunicolas por medico de 1a alfalfa contaminada
C5%).

Tambien a traves de cadaveres infectados que scn arrojados a
basurercs en las Gque normalmente existe fauna nocliva (ratasd), gque
en tn momento dado pueden servir coms transmiscores mecinfcos de
la enfermedad debide a sus hibitas de alimentacisn b
compartantento migratorio.



St la alfalfa, el alimnto balanceado comercial y los
costales con alimento sSe contaminaran con el virus de 1la
Enfermedad Hemorriagica Viral de los Conejos, estos actuaran como
vehiculos transmisores de la enfermedad. Ast misma las ratas que
consumen deshechos (cadaveres y alimento) de explotaciones
infectadas, serviran como veclores mecianicos de la enfermedad.

£l principal objetivo del presente trabajo fue; investigar
s1 la alfalfs, alimants balanceado comercial, costales con
alimento y ratas, al infectarse con material organico que
contenga virus de la Enfermadad Hemorragica Viral de los Conejos
actuan como vehiculos de transmisisn secanica de la enfermedad.
En segundo lugar, determinar sS4 lus procesos de elaboracisn de la
alfalfa achicalada, del alimonto balanceado comercial, ast comd
la aplicacion de medidas de bioseguridad, evitan la infeccieon por
el agente etilogico de esta enfermendad.
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El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de
Alta seguridad de la Comision Mexico-Americana para la Prevencion
de la Flebre Aftosa y otras Enfermedades Exéticas de los
Animal es (C.P.A.), ublcado en el Km 15.5 de la carretera
Mexico=Toluca, en Mexico, D.F.

Para la realizacien de este estudio se utilizaron:
ANIMALES. - 80 Cone jos de las razas Nueva Zelanda y <Californta,
mayores de 3 meses de edad y mas de 2.5 Kg de peso que fueron
obtenidos de la Granja Experimental Avicola y Bioterio de 1la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.MN. AN, Yy
de la OGranja Cuntcola de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM,

& Ratas Albinas (ia7> iz por.

1::%), Cepa Wister, hembras;

de B moeses de edad y con un peso de 350 g que fueron
proparcionadas por el Biloterio de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan.

UNIDADES DE AISLAMIENTO. - Se emplearon 6 unidades de aislamiento,

una de é¢stas se Ocupd como bodega, las restantes se utilizaron
para los diferentes experimentos que se llevaron a cabo. Para
cada estudio gse emplearon de 3 a 4 conejos ¥y 4 mas se tuvieron en
jaulas individuales que fueron colocadas en puntos estrategicos

en el pasille interno que da acceso a las unidades de

aislamiento, estos conejos sirvieron como contrel de las medidas

de bioseguridad que se¢ aplicaron durante tedo el tiempo que durs
la investigaci¢n, sangrandose constantemente para verificar la
ausencia de anticuerpos por medio de la prueba de IHA que se
realizs cada 15 dias.

OBTENCION DE SEMILLA VIRAL.~ Se. emplearon 2 cohejos gque se
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sangraron para comprobar la ausencia de {inmunoglobulinas cuntra
el wirus de ta EHVC por la prueba de Inhibicién de la
Heswaglutinacicn CITHAD. A ésltos se les adminisirs i ml por via
intraperitoneal de un macerade de higado diluide 1:10 de un
cone jo muerto por la enfermedad durante un brote de campo en
nuestro paiss

Inmediatamente despues de la nmuerte se les realize la
necropsia y se recolectaron; pulmzn, ri&dn, traquea, ganglios
linfaticos y ba2o; estas muestiras fueron conservadas en formol al
10 X y se utilizaron para estudios histopatolegicos. Por otra
parte, fragmentos de higado fueron utilizades para preparar la
semilla viral que se utiliz® en los diferentes experimentos.
£sta consistic de un macerado 1:10 en solucion amortiguadora de
fosfatas (SAF) pH 7.2; la suspensizn se congels y descongel?2 para
permitir la liberacizn del wvirus de las c#lulas, posteriormente
se centrifugs a 15 000 g durante 20 minutes a 4 °C H al
sobrenadante se le adicions 1 000 Ul de penicilina G s2dica ~ nl
y 0.00f g de sulfato de estreptomicina » ml. Pesterlormente se
pasé a traves de una membrana  esteéril de 0.22 micras de
diametro de poro, se fraccion2 en ampolletas de vidrio con 2 ml
cada una y se congeld en un termo con Ritrégeno ligquido hasta su
uso, posteriormente se procedi¢ a su titulacien.
PRUEBAS DE HEMOAGLUTINACICN ¢ Ha > E INHIBICION DE LA
HEMOAGLUTINACION C IHA ).= Se realizaron de acuverdo a las
tecnicas descritas por Lennette y Col., para Encefalitis Equina
€38), y se utilizarcn los metodos alfa y beta seRalados por
Cunningham (23). Las pruebas se efectuaron en microplacas de 96
pozos fondo U empleandose SAF pH 7.2, glsbulos rojos de
humano tips O al 1 X, coms antigeno la semilla viral, Sueros

» Prepesdtendie: o of Solerciraly e @led Meguralea ze e ¥ P
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positivos ¥y negativos al virus de la EHVC = y sueros de
conejos y ratas que se emplearon en los diferentes experimentos.

Merogde als

.- Se utilizs para la deteccion de antigenoc viral

de la EHVC, a partir de Jdiluciones dables seriadas de los
m3cerados de lgado siendo la inicifial 1:500 y la final 1:512 000.

Sa emplearon @ hileras de pozos para cada muestra a wuna
hilera se le adicion> un volumen igual de sueroc con 4 Unidades
Inhibitorias de la Hemoaglutinacion CUTHAY y a la otra un mismo

volumen de SAF pH 7.2 que permitis conocer el titulo viral.

- Se utiliz> para comprobar 1la presencia de
inmunoglobulinas contra el virus de l1la EHYC en los sueros
sanguineos de los conejos y ratas que se usaron en el presente
estudio. Los sueros de los conejos se obtuvieron mediante la
puncion de 1la vena marginal de la vreja. Los de las ratas por
puncién cardiaca y estos se absorbleron en tiras de papel filtro
de ©.5 cm de ancho por 2,5 em de largo, previamente
identificadas. Con un perforador se obtuvieron fracciones de 12
mm®. cada fragments se colotd en un pozo de la microplaca al
cual se le adicionaron 100 microlitros de SAF pH 7.2, se
colocaron a 37 °C, 30 minutos y a partir de eéste se realizaron
diluciones dobles seriadas considerando a la iniclal 1:40 Yy
la rinal 1:5120 (29), estas se enfrentaron a un volumen igual de
SAF pH 7.2, contra 4 Untdades Hemoaglutimantes CUHAY del virus de
la EHVC.

PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA <« IFID J.- Se
realiz® de acuerdo a 1la tecnica descrita por Kaplan y
Koprosky (353. Se hicieron cortes por congelacion a partir de
los higados de los conejos y ratas empleados en la investigacion:
se us® suero positivo y negative a la EHVC y un conjugado

® Prspsriiencas nen &f Subenaterte 2o Flta Foguadan de la DU P
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€ contra gamaglobulinas dJde conejo tefiido <con isotioclanaty de
fluorescelnalsa.Como control se utilizaron cortes de higados de
cone jos normales .

La semilla viral se tituld por la prueba de HA y se calculs
la Dosis Letal Conejo S0 X (DLC SO0 X2 » mt ~» via oral empleando
diluciones decuples o logaritmicas desde 1077 hasta 107",
redfante ol Metodo de Reed and Muench (23),

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD. ~ Debido a que el virus de la EHVC es
altamente contagiose se llevaron a cabo medidas de bioseguridad
para evitar que el virus escapara de las unidades de aislamiento
© se infectaran conejos sanos. Estas medfdas consistieron en
la aplicacién de procedimientos tecnicos, medidas sandtarias ¥y
mormas de trabajo que a continuacidn se enumeran:

DESINFECTANTES:

- Solucicen desinfectante 1 (SD 1)

S Ketil, 2 Isopropil, Fenal 2.64 g
Metildodecibenciltrimetil Clorwrao de Amonio 1.68 g
Metildodeclixileno Bistremetil Cl. de Amonic 0.42 g
Alcohol Ettilico 25.25 m1
Alcohal Metiliceo 8.40 ml
cdbp 100.00 ml

De esta solucicdn se emplearon 180 ml por cada & litros de

agua para la desinfeccidn de los pasillos. umidades
de alislamiento y todo el material gue fue sacado de la unidad.

= Solucien desinfectante 2 (SD 2).
Formaldehido comercial al 38.8 X
Se utili{zc en la desinfeccicn de la ropa mediante vapores de

e ponrnsl Feearinaty Mowraler Sodsrcesras, U F D €, £ D 6 X

w > € ~ X 7, 8oy @, UL
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@sta solucien al introducir wn algoden empapado dentro de una
bolsa de plastico; la ropa permanecic aqud por un tiempo minimo
de 24 horas.

- Mexcla para fumigacien (K. F.)
Formaldehido comercial (38.8 X0 53 ml que se e adicionaron 2a

1S5 g de permanganato de potasio. Cantidades suficientes para

fumigar 1 m® €49).

PERSONAL. - Para el trabajo en las wumidades de ailslamiento se

emplearon overoles, sandalias, botas, guantes desechables, lentes

protectores y cubrebocas previamente desinfectados con SD 2.

El personal que laboro en las unidades de aislamiento estuve
sujeto a clertas nmormas que consistieron en dejar su ropa de
calle en el vestidor externo inciuyendo anillos, cadenas,
relojes, etc., tomaba un ba%c a conciencia limplando sus ulas,
fosas nasales y boca para posteriormente pasar al  vestidor
interno donde se vestla can ropa desinfectada para transitar
por el pasililo externo que da acceso a las unidades
deajslamiento. Antes de ingresar a eostas se camdiaba la ropa y
se ponia ropa de trabajo desinfectada, atendia primeramente a
los animales sanos y posteriormente a los conejos inoculados con
<l virus de la EHVC, se observaba cuidacusamente si  estos
presentaban algun signo de enfermadad © bien si habla mortalidad;
y por ningun motivo se regresaba a las unidades de aislamiento
donde se epcontraban los animales sancos. Los animales woertos
al igual gque 1a basura y las excretas se colocaron en
bolsas de plastico. que fueron dJdesinfectadas externamente con
1, antes de trasladarlas al laboratorioc de Alta Segruridad de

™
»

C.P.A. © al horno crematorio segun fuera el caso.
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Antes de abandonar las unidades de alslamienito el personal
desinfectaba por aspersien sus botas y el pasillo interno con SD
1, se despojaba de su ropa de trabajo, la que dejaba en una bolsa
de plastico para su desinfeccisn, se ponita ropa para trasladarse
al vestidor interno donde la dejaba desinfectandose, finalmente
se daba un baRo <con las mismas caracteristicas que tomd al entrar
y se ponia suU ropa de calle en el vestidor externo.

En el 1laboratorio de Alta Seguridad de la C.P,A. se
efectuaron las necropsias, estas se llevaron a cabo en una
campana de flujo laminar vertical, el manejo de los cadiveres se
hiro utilizando guantes desechables, las necropsias se hicieron
sobre las mismas bolsas de plistico en las que se transportaron
los cadaveres al laboratorio, los desechos de las necropsias se
colocaron dentro de otra bolsa de plistico que se desinfecte
externamente con SD 1 y e esterilizd en un autoclave a 1S lbs.
de presisn por 20 minttos. La campana de flujo laminar se
limpid y desinfectd con SD 1 al finalizar las necropsias.

NOTAS. - Todos los cone §jos que se utilirzaron en los diferentes
experimentas se SAngraron previamente y a éstas marstras ge les
realiz® la prueba de IHA.

- A todaos los animales que murieron durante la dnvestigacisn se
les hizo la necropsia para la extraccion de higado con el fin de
llevar a cabo las pruebas de HA e IFID.

- Despues de cada experimento e realize la limpieza, lavado y
desinfeccicn de las unidades con SD 1 y M.F. 48 hrs. antes de

introducis nuevos animales.
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ALINENTOS:
ALFALFA FRESCA.- Se infectaron 2 Kg de alfalfa fresca con 2 ml

contentan 10%°*

de suspensicn viral, que corresponde a 100 DLC
50 X » ml 7 via cral, La alfalfa ya contaminada se mantuvo en una
unidad de aislamiento durante 1 dia, pasado este tiempo se le dio
de comer a 4 conejos a los cuales se les retire el alimento
balanceado comercial.
ALFALFA ACHICALADA.- En un cajcn de metal se colocaron 20 Kg de
alfalfa fresca sobre una mallas la alfalfa se contamine con 20
ml conteniendo 100 DLC 50 X ~» ml ~» via oral de suspensidn viral
y se procedle a su achicalamiento directamente al sol, la
alfalfa se woltes diariamente durante 8 dl{as; el cajon se
mantuvo cublerto con una malla de alambre y el piso circundante
se desinfect> con SD 1 antes y después de Infectar y voltear la
alfaifa.

Una vez achicalada se ofrecieron 2 Kg a 4 conejos. A los 25
y 4% dias despues de su achicalamiento se repitiz el mism
eSquema con olros grupos de 3 conejos.
AL TMENTO BALANCEADO COMERCIAL. = Se contaminaron 1.750 Kg de
alimento balanceado comercial con 3.5 ml, contenierndo 100 DLC
50 X » ml » via oral de suspension viral, Del alimento ya
contaminado se tomaron 750 g y este se sometid a una temperatura
de 80 °C durante 3 minutes, despues de este tratamiento, el
2limento se le ofrecis a un grupo de 3 conejos.

El kilogram> de alimento restante se puso en una bolsa de
plastico y #sta se colocd en otra, almecenindose durante un mes,

despues del cual se les dia a 4 conejos.
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COSTALES. ~ Se prepararon 8 costales con capacidad de 1 Kg de
alimento, canttdad suficiente para mantener a 4 conejos durante
1 dia. Cada costal se infectd externamente por aspersisn con € mi
conteniendo 100 DLC 50 X - ml 7 via oral de suspensidn viral;
fnmediatamente desputs uno de estos se desinfectd con SD 1 por
aspersicn y pasadas 24 horas se manipuls este costal y se vacioc
tu contenido marejindose #ste con las manes para finalssnte
depositarlo en los comederos de les animales. Tambien a las 24
horas se mane j& en fgual forma otro costal sin desinfectarlo,
para ofrecerlio a otro grupo de conejos.

Este procedimiento se repitid a los 20 y 40 dilas de haberse
infectado los costales.

EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO. = Este experimento <se realizo para
comprobar la oficacia del desinfectante (SD 1), utilizado durante
toda la investigacien,

En una caja de unicel se coloce 1 Kg de alimento balanceado
comercial, la cual se cerré¢ hermeticamente y se infecte
axtornamenta con 2 ml conteniends 100 DIC S0 X / ml ~/ via oral de
suspensién viral, 24 horas antes de dar el alimento a los conejos
se desinfects la caja con SD 1 por aspersieéen, se manipule
externamente previo aseo de las manos y suU contenido se le
afrecid & 3 conejos.

RATAS. ~Las ratas se dejaron sin comer por un periodo de 24 horas.
Pasado este tiempo se les ofrecieron 23.5 g de higado de los
cone jos espleados para elaborar la semilla viral; a las 24 horas
estas ratas se pasaron a jaulas limplas y desinfectadas que
contantan 1 Kg de alimento balanceads comercial para que leo

consumieran y caminaran sobre 21, y se mantuvieron en este sitio
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durante 24 Moras; pasadas las cuales se sacc el alimento y se les
ofrecid a un grupc de 4 conejos. Mientras que las ratas se
pasaron a otras Jjaulas con alimento. Este procedimliento se
repits a los 3, 5 y 25 dias despuss de haber sido consumido el
higado por las ratas.
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El titulo obtenido del virus de la semilla viral fue de
1 1 256 000 en la cual se tenia 1 Unidad Hemocaglutinante CUHA).
Utiltizandose para este trabajo una dilucicn 1 : 84 000 en donde
se encontraron 4 UHA.

ta Dosfs Letal Conmjo 50 X ~ ml 7 via oral se encontlrd eh
tma dilucisn de 10 *°°.

Como dosis infectante se utilizo una d {lucidn de 10 la
cual correspondid a 100 Dosis Letales Corwmjo 50 X ~/ =l o~ via
oral.

z.®

Todos los animales utilizados en los diferentes experimentos
que fueron sangrados previamente, al realizarles la prueba de
IHA resultaron seronegativos.

Por otro lado el conjugade uytilizado para la prueba de IFID
no se recomienda para el diagnestico certero de esta enfermedad,
ya que resultd inespecifico, debido a gque éste fuw preparado en
conejo, por lo que mostirs reaceidn antigenc-anticuerpo con todo
el tejido hepitico. Por lo que no se le dic confiabilidad a esta
prueba.

Por otra parte las lesfores macroscopicas mis frecuentes
observadas en los animales muertos durante la {nvestigacién
fusron las sigulentes: congesticn pulmonsr, presencia de espuma
de color rojizo en triquea, hepatomegalia con decoloracien y
friabilidad.

Mientras que las lesiones encontradas on el estudio
Aistopatolégico que se les realizd a los tejildos de los conejos
utilizados en la obtencicon de la semilla viral fueron: edems Yy
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trombosis pulmonar, hemorr a gla y edema perivascular, necrosis
hepatica multifocal y difusa, hemorraglas y necrosis en ganglios
linfaticos y bazrxo.

A continuacion se enumeran los resultados obtenidos en
forma individual de cada uno de los experimentos realizados:
ALFALFA.=En esta f{nvestigacicn la mortalidad alcanze el 100 x.
Presentindose ésta del primero al tercer dia en los animales a
los que se les dioc la alfalfa fresca; y a los que se les ofrecie
la alfalfa achicalada, esta ocurri¢ del segundo al séptimo dia
despues de haber suministrado el alisento infectado (Cuadro 31).

Los titulos obtenidos mediante 1la prueba de HA en los
tejidos de los animales que se utilizaron en los experimentos,
tanto de la alfalfa fresca como de la achicalada fuweron de
112 000 hasta 1:128 000 (Cuadro 1 y Graffca 1)

Coms se puede observar en la griafica 1 los titulos de HA, en

los tejidos, se incrementaron en los animales a los que se les
dic la alfalfa achicalada de 25 dias, mientras que fueron menores
considerablesente, en los animales a los que se les ofrecic la de
45 dias (Cuadro 1; Grafica 1.
ALIMENTO BALANCEADO COMERCIAL.~ En este estudlo la wsortalfidad
alcanzada fue del 100 X en los conejos a los que se les dio el
al mento contaminado, sin someterlo a ningun tratamiento;
presentindose ésta del segundc al sexto dia de haberlo dado y
los titulos obtenidos por la prueba HA, en los tejidos de los
conejos, fueron de 1:8 000 a  1:32 000 (Cuadro 2; Gr&fica 2.

Sin embargo, a los animales a los que se les proporcions el
alimento contaminado y sometido a una temperatura de B8O °c
durante 3 minutos C(temperatura promedi{o obtenida despues de haber



ESTA TESS RO DEBE
SHR DE LA EMUDTECA

¢ ta
consultade varias fabricas procesadoras de alisento), o
murieron; resultando seronegativas a la prueba IHA, 15 dias
posteriores al sumistra del alimento contaminado (Cuadro 2).

COSTALES COM ALIMENTO. - La mortalidad en estos experimentas fue
del {100 % Presentindose esta del cuarto al séptimo dia, en los
animales a los que se les ofreciz el alimento proveniente de
los costales que fueron iniclialmente infectados y despues
desinfectados con SD 1, 24 horas antes de ofrecerlo a los
animales (Cuadro 3).

Mientras que 1a mortalidad en los corejos que recibieron
alimento provenlente de costales infectados sSe presents del
segundo al sexto dia (Cuadro 4).

Los titules obtenidos por la prueba HA fueron de : 8 000
Basta 1:2568 000, siendo mayores que los t:tulos presentados por
los conejos a los que se les diz el alimento de los costales
infectados (Cuadros 3 y 4 respectivamente; y Grafica 3).

Como se obsarva en las graficas 3 ¥y 4 los titules de 1la
prueba de HA Jusron mayores, ligeramente, en los animales a los
que se les afreclid el alimento del primeroc y veinteavo dias, ya
que on los que lo recibieron a los 40 fueron mis bajos (Cuadros 23
¥ 4.

EXPERIMENTO COMPLEMENTARIO. ~los animales empleados en este estudio
no murieron durante los iS5 dias despuss de haberseles dado el
alimento proveniente de la caja desinfectadas Yy cuando se
sangraron se les realize la prueba de IHA resultande seronegati{vos

a esta (Cuadro 5.
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RATAS. - En los conejos a los que se les ofrecic el alimento
balarnceado comerclal, el cual fue contaminado a las 24 y 72 horas
por medio de ratas, una vezx que eéestas fueron alimentadas con
higade proveniente de los conejos empleados en la slaboracicn de
fa semilla wviral, se obtuvieron titulos, mediante la prueba de
HA, de 1:8 000 a 1:32 000, a las 24 horas; mientras que los
correspondientes a las 72 horas variaron de 1318 000 a 1:32 000.
Presentindose la muerte de todos estos, entre el tercero y sexto
dia despues de haber suministrado el alimento { Cuadro B;
Graifica S>.

Los conejos a los que se¢ les ofrecic el alimento contaminade
a los S y 25 dias, por medio de las ratas, no murieron;
posteriormente 2stos se sangraron a los 1S dias y se les practicsd
fa prueba de IHA, a la gque resultaron seronegatives (Cuadro 8§ 3
Grafica 5.



£ 0 Mo L

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE HA « IFID OBTENIDOS OF KACERADOS Y
CORTES DE HIGADO DE CONEIOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON ALFALFA
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GRAFICA 1.- Camparacitn de los titulos de HA obtenidos an los higedos de los conejos slimentados
con ia altatfs freaca y achicalada, contaminada con 100 DLC S0 % /mifvia orsl ds virvs
du la EHVYC, ofrecida a los animales deapuée de 1, 8, 26 y 45 dlas.
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE HA, IHA e IFID OBTENIDOS DE CORTES Y
MACERADOS DE HIGADO INFECTADUS EXPERIMENTALNMENTE CON  ALIMENTO BALANCEADO
COMERCTIAL CONTANINADO CON 100 DLC S0 X ~ ml ~ YIA ORAL DE SUSPENSION VIRAL,
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GRAFICA 2.- Titulos HA obtenidoa an los higados de consjos que
recibleron concentrsde contaminado, con 100 DLGC 60 % /ml/

via oral, almacenedo y proporcionsdo a los 30 dia
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GRAFICA 3.~ Comparacién de fou titwios de HA obtenidos en los
axperimentos renilzadas con siimento de costafen que ae
infectaron y dealnfectaron con S0t {por mapeceidn) 24
haras antes de oftececio s los salmaien,
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GRAFICA 4.- Comparacidn de loa titutos de HA obtenidos en loa experimentos

teslizados con el slimento de cos
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RESULTADOS DE LAS PRUERBAS DE IHA OBTENMIDOS DE CORTES Y
MACERADCS DE HIGADOS EXTRAIDOS DE LOS ANIMALES A LOS QUE SE LES  PROPORCIONG
ALIMENTO PROVEMIENTE DE UNA CAJA DE UKICEL INICIALMEMTE INFECTADA Y
DESPUES DESTMFECTADA.
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GRAFICA §.-Comparscién de los titulos de HA ¢ IHA detsctados sn
los higsdos d& los conejos alimentsdos con alimentw
talanceado comercial previaments infectado por medio de
rates Sontaminedas con virus de ta EMVC.
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RESULTADOS DE LAS PRUERAS DE HaA, IHA e IFID OBTENIDOS DE CORTES Y
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Las pruobas serologicas de IHA demostraron que los conejos
empleados en esta investigacién no habian estade en contacto con
el virus de la EHVYC. .

ALFALFA.~ En el primero de los experimentos en el que la alfalfa
contaminada, se dio como alimento, sin ningun procesamiento, 1la
mortalidad alcanzada fue del 100 X; estos resultados se esperaban
debido a que se tenian antecedentes de las caracteristicas del
virus de ia EHVC, una de las cuales es la carencia de envoltura
lo cual los hace resistentes al medio ambiente por largos
periodos, tal comd sucede con los Parvovirus, Picornavirus vy
Calicivirus C37,41).

En los 3 restantes experimentos, en los que la alfalfa se
someti® a un proceso de achicalamiento, se esperaba que las
radiaciones del scol aunados a la deshidratacién que sufrie 1la
alfalfa, produjeran una {naclivacien letal sobre el virus (40), ya
que los virus antes mencionados son altamente susceptibles a las
radiacliones solares por el hecho de poseer un filamento wunico de
Acido nucleico (37).

Sin embargo, el virus, resistis este tratamiento y el
almacernas jo, detectindose aun infectante hasta los 45 dias, como
puede observarse en la grafica 1.

Una posible explicacion a este fendmenc seria que lars
particulas virales se hayan filtrado entre los tejidos vegetales,
utilizando la protelna contenida en estos, COmS barreta
protectora ante ol medic ambiente.
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ALINMENTO BALANCEADO COMERCIAL. -~ Como se observe en leos resultados,
en condiciones medio ambilentales, el agente etiologico
permanecic infectante por un perjodo de 30 dias en el alimento
almacenado, produciendo una morbilidad y letalidad del 100 Xx.

Esta resistencla al medio, su infectividad por largos
periodos ¥y la alta wmortalidad que produce en los animales
expuest os, se asemefan a las caracteristicas observadas en
la Enteritis Hemorragica Viral Canina, enfermedad prodwcida per
un virus de la familia Parvov{ ridae, a diferencia de las
enfermedades  producidas por los virus de las familias
Picornaviridae, en la mayor:a de las cuales la mortalidad que se
produce es baja; excepto en la hepatitis viral de los patos
(25.42).

Estudios anterlores mencionan que el agente eticlogico de la
EHVC es estable a 50 °C durante B0 minutos C16, 20, 44). Sin
embargo, al someter el alimento infectado a2 una temperatura de
90 °C durante 3 minutos con el virus poterncialmente activo, se
observd que este perdis sy capacidad infectante, ya que 1la
sortalidad de los animales a los que se les ofrecio el alimento
fue de O X. Cabe hacer notar que se esperaba una respuesta {nsmumne
en los animales expuestos, sin embargo, esto no sucedid ya que al

efectuar la prueba de IHA se verifico la ausencia de anticuerpos.

COSTALES. - Al comparar los resultados obtenidos en los
axperimentos de los costales desinfectados y no desinfectados
{Cuadros 3 y 43, se observo, al contrario de lo que se
esperaba, que los titulos virales (HA), en los higados de los
animales a los que se les dio alimento proveniente de los
costales desinfectados, fueron msyores que los que resultaron al

utilizar los costales infectados.
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En lo primero que se especuld fueé en una falla en el
desinfectante © en el procedimiento de desinfeccidn, una segunda
apcién seria que una wvez que se desinfectaron los costales haya
pasado el virus de la superficie del cestal al comprimidoe
alimenticio por la facilidad de filtracién que permite el
mater{al con que se empacan.

La primera alternmnativa queds descartada una vez que,
realizado un cuarto experimento, en lugar de un costal se utilizs
para guardar el aliwmento tma caja hermetica, siguiendo 1la misma
téecnica para su desinfeccien que en los costales. Se observd que
no hubo mortalidad en este grupo de conejos y despuds de 1S dilas
se sangraron los conejos para realizarles la prueba de IHA, para
detectar anticuerpos, a la cual salieron megatives.

En lo que respecta a la segunda opcidén la posible
respuesta a este fendmeno, sSeria el hecho de que el material
con el que se elaboran los costales permite la filtracidn de
liquidos por lo que se sospecha que al contaminar y desinfectar
posteriormente los costales se haya filtrado una mayor cantidad
de virus al interior del comprimido la cual se protegid del
formol debido a que éste no actua profundamente sobre la materia
organica (30, 35).

RATAS. -~ En este experiments e observd qua laz ratas solo actuaron
como un vehiculo mecinico de transaisidn de la ERVC, ya que se

constats que despues del tercer dia de contaminadas son {ncapaces

de transmitir la Iinfeccién a los conejos por medio del alimento,

del cual se alimentaron y on el que caminaron.
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Los estudios aqut realizados indlican que la alfalfa,
alimento balanceads comercial y las ratas, al contaminarse con
material orginico que contenga virus de la EHYC, son capaces de
servir como vehiculos en la transmaision de esta enfermedad; por
mas de 30 dias, en condiciones medio ambilentales, en el caso de
la alfalfa y del alimento comercial: y por 3 dias en el caso de
las ratas, las cuales solo funclopan como vectores.

Se observe que el proceso de achicalamiento de la alfalfa y
su alpacenaje hasta un wes, no son capaces de (nactivar al virus
Jde la EHVC, debido a las caracteristicas propias de este virus,

Por otro lado, el tratamiento a una temperatura de 80 °c
por 3 mihutos a la cual Se sometieron los ingredientes, para la
elabaracien del alimento balanceado comercial, resultce eficaz para
la {nactivacien del virus de la EHVC,

En la presente investigacicn pudo observarse gque llevando a
cabo medidas de bloseguridad, estas contribuyeron a eliminar
totalmente la posibilidad de que el agente patégeno C(que se
cansidera altassnte infec tante), entrara en contacte con los
cone jos centinelas bd con los animales sanos recibides
pericdicamente para ser utilizados en los experimentos conforme
se fueron realizando. Llos cuales estaban localizados en los
pasillos de toda la unidad de alta seguridad y en las unidades de
aislamiento, respectivamente.
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