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RESUMEN

~-JOAQUIN -VAZQUEZ PAREDES. Purificacién y Observacion. del Virus de
la Enfermedad Hemorrdgica de los Conejos en México. (Asesorado

por la DPra. Aurora Veldzquez E. y el Dr. Moisés Fraire Cachén.).

La demostracién y caracterizacién del agente etioldgico de
la Enférmedad Hemorrdgica de los Conejos en México es descrito.
En base a los resultados obtenidos de la Microscopia Electrénica
(ME) por Tincién Negativa (TN) se suguiere gque este virus
pertenece en la clasificacién actual a la familia caliciviridae,
con las siguientes caracteristicas morfolégicas: una forma
esférica y una configuracién icosahédrica, un tamafio de 35 hm
aproximadamente, carente de envoltura, ademds de presentar
depresiones en la superficie y proyecciones hacia el exterior del
virién. Se proporciona la alternativa para la purificacién del
virus mediante Exclusiédn Cromatografica (Filtracién en Gel) asi
como también para el diagnéstico de la enfermedad, aparte de la
Hemoaglutinacién (HA), Inhibicién de la Hemoaglutinacidn ({IHA),
ME, Microscopia Inmunoelectrdnica (MIE), dos modalidades que son:
TN de la Hemoaglutinacién Viral e Inmunofluorescencia de la
Hemoaglutinacién Viral. Se confirma a México como el primer y
hasta el momento Gnico pais gue ha reportado la enfermedad en el

continente Americano.



PURIFICACION Y OBSERVACION DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD HEMORRAGICA
DE LOS CONEJOS EN MEXICO

INTRODUCCION

En el mes de Enero de 1989 se presenta en México una
enfermedad en el conejo doméstico desconocida hasta entonces y
caracterizada por una mortalidad elevada. Los signos clinicos
mads frecuentemente observados son: muerte repentina sin ningtna
otra manifestacién, o bien, precedida de dificultad respiratoria
y secrecién de espuma sanguinolenta por la nariz (16,21,81),
depresién y anorexia (21). La morbilidad oscila entre un 30-80% y
la letalidad entre 80-100% (16,81). Hasta el momento, ningin otro
pais del continente Americano ha reportado la presencia de alguna
enfermedad en conejos con signologia similar (16,24,81). A esta
enfermedad se le denomina: Enfermedad Hemorrdgica Viral de los
Conejos (16,30,40), o Sindrome Neumohepitico de los Conejos (21).

Asi mismo, a nivel mundial esta siendo estudiada una
enfermedad en los conejos domésticos, caracterizada de igual
manera por una alta mortalidad que puede alcanzar el 95% de los
animales afectados (63,66). Dicha enfermedad ha recibido diversos
nombres: Neumonia Hemorragica Viral del Conejo (10,11,12,14,35,37,
62,63,66,69,74,76,82,87,99); Enfermedad "X" del Conejo (3,10,11,
12,17,23,34,35,61,69,74,87); Sindrome Hemorrdgico del Conejo
(34,35,61,63,70); Pulmonia Hemorragica del Conejo (61,63); Muerte
Saibita Vviral del Conejo (3,35,45,69); Hepatitis Necroética
Infecciosa de los Conejos (7,34,35,49,65,87,88,89); Sindrome
Septicémico Hemorrdgico de 1los Conejos (58); Septicemia
Hemorragica de los Conejos (17,33,35,65,80,84,94,99,100); Plaga
de los Conejos (35,99); Fiebre Hemorrdgica por Picornavirus
(35,43) y Enfermedad Hemorr&gica Viral de los Conejos (EHVC) (3,
5,6,13,15,20,27,28,33,35,38,39,44,47,52,56,58,60,61,63, 64,65,67,
69,71,73,75,77,78,79,82,85,86,87,88,90,91,92,95,96,97,98,99,101)
siendo este nombre el mAs comunmente utilizado para designar a
este padecimiento. Recientemente se ha propuesto el nombre de
Enfermedad Hemorrdgica Viral de los Lagomorfos (36,89) vy
Hepatitis Necrética Infecciosa de los Lepdridos (50) puesto que
existe evidencia de relacién antigénica entre la EHVC y el
Sindrome de la Liebre Café Europea (44,59), inclusive se menciona
gue se trata del mismo agente etiocldgico para las dos
enfermedades (50), mas sin embargo, creemos que se necesita mucha
mis informacion a este respecto, lo que sugiere manz3jar con



cuidade esta dltima hipodtesis.

La EHVC ha sido observada en la mayoria de 1los paises
europeos: Espana (3,35,44,67,69,73,79,86); Bulgaria (5,7,70,71);
Francia (6,7,17,35,44,58,75,91); Suiza (7,44,87); Italia (7,9,10,
11,12,13,15,17,23,28,35,44,4974,75); Polonia (7,33,44,85);
Checoeslovaquia (7,35,44,70,75,77,78,90); Alemania (7,33,35,44,47
64,65,75,80,84,87); Unién de Republicas Soviéticas Socialistas
(38,39,44,70); Rumania (44); Hungria (44,56,75); Austria (44,60)
y Portugal (44,101). Varios investigadores, son de la opinién de
que este Sindrome Hemorrdgico del Conejo es andlogo al descrito
por primera vez en China en 1984 (61,63). Como paises libres se
menciona a Bélgica, Holanda, Inglaterra, Dinamarca, Grecia y los
Escandinavos (8%). Los paises que han reportado la enfermedad en
el continente Asidtico (63,66): China (14,20,37,44,46,65,69,70,75
76,82,87,92,94,95,96,97,98,99,100) y Korea (2,43,45,69,87).

La enfermedad puede ser producida experimentalmente por la
inoculacién a conejos sanos susceptibles con un filtrade de un
homogenizado de érganos provenientes de conejos enfermos (63,66).
El agente infeccioso es capaz de inducir la aglutinacién de
eritrocitos humanos del grupo sanguineo "O" (2,3,27,46,52,63,65,
69,73,76,89,100) y esta hemoaglutinacién es inhibida por suero
sanguineo de animales recuperados (2,3,27,63,64,65,96).

Utilizando la Microscopia Electrénica (ME) ha sido posible
la observacién de particulas virales en los tejidos de diferentes
érganos, pero hasta ahora no ha sido posible replicar al virus en
los cultivos celulares tradicionales (44,63,66,69,87,96). Las
investigaciones contindan con el objeto de caracterizar al virus
(61), lo que implica tratar de clasificarlo. Existen diferentes
criterios para la clasificacién de 1los virus en grupos
principales llamados familias y la subdivisién de las familias en
géneros. El1 criterio primario para delinear a las diferentes
familias de virus es: 1) la clase de &cido nucleico viral y 1la
estrategia de la replicacién viral, y 2) la morfologia del
virién, incluyendo su tamafio y forma, la simetria de 1la
nucleocipside y la presencia o ausencia de envoltura, las cuales
son rapidamente determinadas por ME (25).

Los virus en una muestra son identificados por su
morfologia, pero no pueden ser observados a menos gque algain
método de '"contraste" sea aplicado. Un método simple y efectivo



de contraste es proporcionado por la Tincién Negativa (TN) (22),
introducida en 1959 por Brenner y Horne (25,26,31). Esta tincién
consiste en aplicar una solucién metdlica tal como el &cido
fosfotingstico a 1la muestra, como la mezcla es desecada, la
tincidn nagativa metdlica forma una matriz electrodensa
contrastante en torno a las particulas virales menos
electrodensas (22). Por la facilidad y rapidez con que las
técnicas de tincién negativa pueden ser desarrolladas,
constituyen la principal metodologia para el réapido diagnéstico
virolégico (22,68). La ME permite solamente la identificacién a
nivel de familia, mientras que la Microscopia Inmunoelectrénica
(MIE) utilizando anticuerpos especificos adecuados permite
realizar distinciones mas especificas (1,25). La MIE es la
observacién directa de un complejo antigeno-anticuerpo mediante
ME (22,26).

El hecho de que los virus de animales deben ser propagados
en sistemas de células vivas, crea ciertos problemas en cuanto a
la purificacidén de los mismos (51,93), para su posterior
observacién mediante ME. Es necesario utilizar tejidos infectados
que contengan elevadas concentraciones de virus (93), ademds es
importante que en la purificacién viral se eviten los
tratamientos quimicos y/o fisicos gque desnaturalicen al virus
(51,93), o bien afecten su morfologia (26). Algunas de las
diversas formas de purificacién son: ultracentrifugacién
(19,48,57,93), centrifugacién por gradiente de densidad
(19,48,51,57,93), filtracioén en gel 6 exclusidn cromatografica
(48,51,57), adsorcidén y elucidén con eritrocitos (25,48,57,93),
electroforesis de zona (48,57), etc.

La técnica de Exclusién Cromatogrdfica ha sido empleada
extensivamente en la separacién de virus (51,72). El gel empleado
para este fin posee poros de tamafo bien definido por los que
penetran moléculas de cierto tamafio al interior de las esferas
del gel. Moléculas m&s grandes son entonces excluidas, esto es,
no entran al interior del gel, y por lo tanto pasardn mas
rdpidamente através de una columna cromatografica (51). De tal
manera que son estas moléculas grandes las que primero salgan o
eluyan de la columna, y las de menor tamafio retrasardn su salida
del gel en funcibén a su tamafio molecular.



HIPOTESIB

Utilizando la técnica de Filtracién en Gel, se espera
obtener al virus de la Enfermedad Hemorrdgica de los Conejos de
la manera mas pura posible para su posterior observacidén y
caracterizacidén por ME utilizando el método de Tincidén Negativa.

OBJETIVOS

Demostrar y caracterizar morfologicamente la etiologia viral
de esta nueva enfermedad en México. Proporcionar una alternativa
tanto para la purificacién del virus como para el diagnéstico de
la enfermedad mediante ME y MIE. Respaldar el hecho de que México
es el primer pais que reporta esta enfermedad en América.

MATERIAL Y METODOS

El material para la purificacidén del virus fué colectado a
partir de casos de ocurrencia natural de la enfermedad remitidos
al Departamento de Inmunologia y Virologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de 1la UNAM en cCiudad
Universitaria.

I Obtencidén y Procesado de la Muestra.

Se colect6 el higado de un conejo Nueva Zelanda, hembra, de
aproximadamente dos kilos de peso inmediatamente después de su
sacrificio en el perjodo agbénico de la enfermedad y observadas
las principales manifestaciones clinicas, asi como también las
lesiones a la necropsia gque caracterizan a la EHC. A partir de
este Organo se obtuvo un homogenizado de la siguiente manera:
Utilizando un mortero de Tembroek y como diluente una solucién de
PBS (sol. amortiguadora de fosfatos} con un pH de 7.2 fué
preparado dicho homogenizado al 10%. Posteriormente se centrifugd
a 10,000 rpm durante 10 minutos a 49C y el sobrenadante se
repartié en alicuotas gue fueron almacenadas a -702C. Este
homogenizado fué utilizado como fuente de antigeno viral para 1la
prueba de Inhibicién de 1la Hemoaglutinacién (IHA) y para la
Purificacién Vviral.

II Obtencién de Antisuero y Gamaglobulinas Especifices
Purificadas.



Para la obtencién del antisuero especifico se procedid a
obtener sangre colectada sin anticoagulante por puncién cardiéca
en conejos adultos recuperados de la enfermedad y por la vena
marginal de la oreja en gazapos que estuvieron en contacto con
animales enfermos. Una vez formado el codqulo y separado el
suero, fué sometido éste Ultimo a una centrifugacidén de 2,500 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente para retirar cualquier
célula contaminante. Los sueros asi obtenidos, fueron sometidos a
una prueba de Inhibicidén de la Hemoaglutinacién (IHA) para
determinar su titulo y posteriormente almacenados a 42C. hasta su
utilizacién como antisuero especifico en 1la prueba de IHA, o
bién, su fraccionamiento para la obtencién de las gamaglobulinas
especificas purificadas.

Para la obtencién de 1las gamaglobulinas especificas
purificadas fué seleccionado el suero de conejo cuyo titulo en la
prueba de IHA resultd mds elevado y posteriormente se fraccioné
por medio de la técnica de Filtracién en Gel o Exclusién
Cromatografica tal como lo describe L. Hudson, 1980(42). Una vez
obtenidas 1las diferentes fracciones cromatograficas del
antisuero especifico, se examind cada una de ellas mediante una
prueba de IHA. Las fracciones que presentaron una IHA positiva
coen un titulo elevado fueron seleccionadas como Gamaglobulinas
Especificas Purificadas y se conservaron en alicuotas a =209 C.
hasta ser utilizadas en la Microscopia Inmunoelectrénica Directa
(MIED).

ITII Hemoaglutinacién (HA) e Inhibicién de la Hemoaglutinacién

(IHA) .

En virtud que el virus de la EHC tiene 1la capacidad de
hemoaglutinar eritrocitos humanos del grupo sanguineo "O" se
implementd la técnica de HA como una prueba de seguimiento viral
a todo lo largo de la purificacidén del virus y siempre acompanada
de su respectiva IHA. Ambas técnicas fueron realizadas en
microplaca con fondo en "U" como lo describe M, Fraire, 1989 (27)

IV Purificacién Viral.

La purificacién del virus de la EHC se realizé por Exclusién
Cromatografica a partir del homogenizado de higado infectado
empleando Sephadex G-200 SF. El empacado de la columna, el
equilibrio de la cama y la aplicacién de la muestra se llevd a
cabo como lo describe Pharmacia, 1979 (72). También fué utilizado
un colector de fracciones y un espectrofotdmetro conectades a un

graficador para obtener los diferentes picos de la cromatografia.
*

* Colector de Fracciones Ultro Rac LKB 7000; Espectrofotdémetro
Uvicord II LKB 8300 y graficador Recorder LKB 6520.



Vv Andlisis de las Fracciones Cromatograficas de la Purificacidn
viral.

Se determind el titulo hemocaglutinante de cada fraccién en
microplaca, y se comprobdé la presencia del virus con la
respectiva inhibicién de la hemoaglutinacién utilizando para ello
el antisuero especifico. Ademds se 1llevé a cabo una
Inmunofluorescencia Directa (IFD) de los eritrocitos aglutinados
con adquellas fracciones que resultaron con una actividad HA e IHA
positivas, empleando un conjugado especifico gentilmente
proporcionado por el Departamento de Inmunologia y Virologia de
la FMVZ y realizado segin M. Fraire (1989)* como un andlisis
previo a la ME.

IV Microscopia Electrénica

Se realizdé el método de Tincién Negativa (TN) (22} con 1la
técnica de Aplicacién Directa utilizando &cido fosfotingstico al
2% con un pH de 6.8 , todas las observaciones fueron realizadas
en un Microscbépio Electrénico JEOL-100B del Instituto de
Fisiologia Celular de 1la UNAM.

Se trabajaron las fracciones de la Purificacién Viral que
resultaron con una HA, IHA e IFD positivas. Brevemente, fueron
empleadas rejillas de cobre cubiertas con pelicula de carbén
sobre las cuales se aplicé una gota de muestra a examinar
mediante una micropipeta, posteriormente fué agregada una gota de
TN y el exceso de liguido se removidé por contacto con un papel
filtro. Después la rejilla fué secada a temperatura ambiente
durante tres minutos aproximadamente antes de observarse al

Microsc6pio Electrénico. Fueron examinadas tres diferentes
preparaciones en TN :
a) Hemoaglutinacién Viral.- Obtenida una HA con el virus

purificadec de la EHC, los eritrocitos aglutinados fueron
colocados sobre una rejilla de cobre y posteriormente aplicada la
TN.

b) Virus de la EHC purificado por Exclusién Cromatografica.

c) Complejo Virus- Anticuerpo (MIED).- Se trabajé con el
virus de la EHC purificado y con las gamaglobulinas especificas
purificadas siguiendo bésicamente el procedimiento descrito por
F. W. Doane y N. Anderson, 1987 (22), en cuanto se refiere a
mezclar volimenes iguales de virus y anticuerpo e incubarlos a
372C durante una hora, a partir de aqui se realizé una
modificacidén que consistid en aplicar la mezcla virus-aiticuerpo
directamente a la rejilla de cobre en vez de procesar la mezcla
por el método de Difusién en Agar.

* Comunicacién Personal



RESULTADOS

I Obtencién y Procesado de la Muestra,

Los signos clinicos que manifestd el animal antes de
sacrificarlo fueron los siguientes: depresién, anorexia, fiebre
de 419C, polipnea, cianosis moderada de mucosas, postracién,
y convulsiones. Las lesiones a la necropsia: en la mayoria de los
6rganos fué apreciada una congestién y hemorrigias petequiales
ademds de una pobre coagulacidén de la sangre. La traquea y los
pulmones macroscdpicamente fueron los m&s alterados, el higado no
revelaba mas cambios a simple vista que los descritos en general.

El homogenizado de higado obtenido fué trabajado mediante
una prueba de HA resultando un titulo de 1:131,072

IT Obtencidn de Antisuero y Gamaglobulinas Especificas
Purificadas.

Los titulos inhibidores de la hemoaglutinacién obtenidos de
los sueros de conejos adultos y jbvenes se presentan en en Cuadro
No. 1

El cromatograma resultante de la purificacidén de las
Gamaglobulinas Especificas se muestra en la Figura No. 1

Los titulos inhibidores de la hemcaglutinacién de las
fracciones resultantes del procesamiento cromatografico del
antisuero especifico son mostrados en el Cuadro No. 2



III Purificacién Viral.:

El cromatograma de la Purificacién Vviral se presenta en la
Figura No. 2 . ‘

v Andlisis de las Fracciones Cromatogrdficas de 1la
Purificacidén Viral.

Los resultados de este andlisis son mostrados en el Cuadro
No. 3

La imagen obtenida de la Inmunofluorescencia Directa de la
hemoaglutinacién viral es presentada en la Figura No. 3

V Microscopia Electrénica.

Las electronografias de 1la Hemoaglutinacién viral
corresponden a las Figuras No. 4 y 5

Las electronografias del virus purificado de la Enfermedad
Hemorrdgica de los Conejos corresponden a las Figuras No. 6, 7 y
8

Las electronografias de la Microscopia Inmunoelectrénica
{MIE) del complejo Virus-Anticuerpo corresponden a las Figuras
No. 9 y 10



DIBCUSION

Orientaremos esta discusidén describiendo como se lleqgdé a la
demostracién del agente etioldgico de esta nueva enfermedad de
los conejos en México.

Se comenzdé por obtener una gran cantidad de virus
disponible para su purificacién. De tal manera, se procedid a
elegir de los conejos enfermos el tejido u drgano mas adecuado
para este trabajo de investigacidén, puesto que se sabe, no ha
sido posible hasta el momento cultivar IN VITRO a este virus
(34,35,52). Se eligid el higado por ser el tejido hepatico, entre
otros, por el cudl el agente etioldgico presenta predileccién
para su multiplicacién, lo que se sostiene por las lesiones
microscépicas gque han observado varios autores en este tejido
(18,34,35) y los titulos hemoaglutinantes obtenidos del mismo
(3,44,64,65,67,69,96,99,100). Cabe mencionar que otros
investigadores han logrado purificar al agente causal, a partir
de este o6rgano (15,20,34,35,64,65,69,73).

Posteriormente, al realizar un homogenizado de higado
afectado, y al manejar como control negativo un homogenizado de
higado de conejo sano vy realizarles una prueba de
HA cuya utilizacién es referida por Hirst desde el afio de 1941
(41). Se determind que existia "algo" en el homogenizado de
higado enfermo que aglutinaba a eritrocitos de humano del grupo
sanguinec "O" puesto gque el homogenizado de higado normal no
presentd una HA. Es justo sefialar aqui gue existen diversos
investigadores gque han determinado esta HA con eritrocitos de
diferente grupo sanguineo humano (96,99), y aGn ras, con
eritrocitos de diferentes especies animales (44,46,99). Sin
embargo, Lavazza, y col.(44), Liu, y col.{(46), y Xu (99)
mencionan gque los eritrocitos humanos del grupo '"O" son con los
que el agente etioldgico presenta una HA fuerte y franca. Hasta
este momento de la investigacién, se sabia que existia "algo" en
el homogenizado de higado enfermo y ausente en el de higado sano
que aglutinaba eritrocitos humanos (muy probablemente se trataba
de un virus).

Pero, para que esta prueba de HA sea utilizada como prueba
valida de 1investigacién y diagnéstico de cualquier enfermedad
viral, es forzosamente necesario acompafiarla por su respectiva
prueba de IHA. En este caso se empled el antisuero especifico,
lo que supone debia contener inmunoglobulinas especificis contra
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el agente causal del problema. De este modo, al realizar una
prueba de IHA, mezclando primeramente el homogenizado de higado
enfermo con antisuero especifico y posteriormente agregando los
eritrocitos humanos del grupo "O" resulté gue la supuesta HA no
se efectuaba, esto es, realmente se presentaba una IHA cuya
manifestacidén a simple vista es una sedimentacién de los
eritrocitos, y empleando como control negativo la mezcla de suero
de conejo normal no inmune y homogenizado de higado enfermo en la
gque al agregar los eritrocitos humanos daba como resultado una
franca HA nos dié la pauta a deducir hasta este momento que
efectivamente en el homogenizado de higado enfermoc y no en el de
conejo sano existia algo que HA eritrocitos humanos y que dicha
HA fué inhibida con suero proveniente de animales recuperados de
la enfermedad y no con suero de animales normales. Esta
inhibicién posiblemente determinada por anticuerpos especificos
contra el agente responsable del padecimiento, muy probablemente
un virus. Pero habia que demostrarlo directamente y no
indirectamente.

Teniendo en mente que en el homogenizado de higado de conejo
existen numerosos contaminantes que pudieran confundir el efecto
hemoaglutinante del virus, como por ejemplo bacterias e incluso
otros virus, se decididé a purificar el homogenizado de higado
fraccionandolo mediante exclusién cromatografica, con la
subsecuente dilucién de 1los componentes del homogenizado, sin
embargo, se partidé de una muestra de higado enfermo que poseifa un
titulo hemocaglutinante muy elevado e indirectamente nos hizo
suponer igualmente un elevado contenido de particulas virales. Lo
anterior es confirmado por trabajos realizados por Ohlinger y
col. (64) en donde seflalan los titulos HA obtenidos a partir de
higado y otros 6rganos de conejo.

Obtenidas las diferentes fracciones cromatogridficas del
homogenizado de higado infectado, se decidid que la prueba de HA
e IHA fueran de sedquimiento viral, esto es, de una manera
indirecta pero sumamente fécil de realizar poder detectar la
presencia o ausencia del virus. De los resultados del andlisis de
las fracciones interpretamos que este virus eluye en el primer
pico de 1la cromatografia, en otras palabras, el virus es
totalmente excluido del Sephadex G-200SF y por esta razdén se
encuentra presente en las primeras fracciones cromatogrdficas. A
esta afirmacién se llegd por que tales fracciones dieron una
actividad HA positiva, esta hemoaglutinacién fué inhibida cuando
se empled el antisuero especifico. Hasta este momento si bién no
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" se habia obtenido al virus completamente purificado, si se le
habia quitado mucho de la contaminacién "inicial del homogenizado
de higado, lo que representa una purificacién indudable y
suficientemente adecuada para un estudio de ME.

Para entonces, el Departamento de Inmunologia y Virologia
contaba ya con un conjugado para inmunofluorescencia destinado a
la deteccién del virus de esta enfermedad y surgié la idea de
aplicar dicho conjugado a los eritrocitos aglutinados con las
fracciones cromatogridficas de la purificacién viral. Después de
varios ensayos se obtuvo un resultado interesante y positivo a
nuestro propdsito. Al realizar una IF directa en los eritrocitos
aglutinados y observarla al microscopio de fluorescencia se
encontrdé una fluorescencia positiva y especifica en la superficie
de los eritrocitos aglutinados. De lo anterior puede afirmarse
dos cosas, primero, que el conjugado para IF utilizado reacciond
con los eritrocitos aglutinados, y de ser especifico este
conjugado, se deduce que en la superficie de los mismos
efectivamente se encontraba virus presente y por lo tanto
responsable de la hemoaglutinacidén, sin embargo, seguia siendo
s6lo una evidencia indirecta. Segundo, implementamos una
modalidad diferente tanto para la prueba de HA como para la de
IF. ¢ Qué tan practica serd como una prueba de diagnéstico
rutinaria ? sobre todo para aquellos virus no cultivables en el
laboratorio empleando los eritrocitos adecuados y los conjugados
especificos para cada enfermedad en cuestién. Sentimos gue
requiere ser evaluada mas extensamente.

Resumiendo, la evidencia hasta aqui obtenida indica de una
manera indirecta que esta enfermedad es muy probablemente de
etiologia viral. Pero qué faltaba hacer para confirmarlo
definitivamente, solamente la observacién directa del virus
mediante ME, cuyos resultados se discuten m&s adelante. Sin
embargo, no bastaba aGn con observar al virus directamente, sino
para cuplir con los postulados de Koch, reproducir la enfermedad
en animales susceptibles, a partir del homogenizado de higado
infectado y volver a recuperar al agente responsable de la
enfermedad, lo cudl no se realizd en este trabajo de tesis porgque
al tratarse de una enfermedad exética para nuestro pais, la SARH
(Secretaria de Agricultura y Recursos HidrAulicos) y la CPA
(Comisidén México~Estados Unidos para la Prevencién de la Fiebre
Aftosa y otras Enfermedades Exoticas de los Animales)
determinaron el uso exclusivo de virus inactivo para fines de
investigacién. No obstante lo dimos como un hecho por 1la
informacién proporcionada por el Dr. Fraire.*

* Comunicacién Personal
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Con respecto a la ME realizada, cabe discutir una nueva
modalidad que hasta ahora no se ha reportado en la Virologia. La
observacién del virus de la EHC, en TN directamente sobre la
superficie de los eritrocitos aglutinados, y fué exactamente de
esta manera como se logrd por primera vez observar al virus, tal
y como es demostrado por las electronografias obtenidas,
contradiciendo lo reportado por Herndndez y col. (40) quienes
mencionan gue al examinar los eritrocitos aglutinados por el
virus no encontraron particulas sugestivas de virus. La anterior
modalidad puede abrir una nueva posibilidad para el diagnéstico
virolégico mediante ME. Es también justo decir que la resolucién
lograda de esta manera no es tan buena cuando la comparamos con
otras técnicas, sin embargo para nuestro propésito, esta
modalidad sirvid como predmbulo para la caracterizacién del virus
de la EHC por ME.

Es adecuado sefialar, que la ME aparte de ser un instrumentc
de investigacién en las diferentes &reas del quehacer cientifico,
cuenta con una faceta de aplicacién practica inmediata, esto es,
la de ser una herramienta para el diagnéstico de las enfermedades
virales tanto en el hombre como en los animales domésticos
(31,53,54,55). Ademds puede ser combinadaa con otras pruebas como
la Inmunoprecipitacién (8,37), en el caso de esta tesis con la
HA.

Este diagndstico ré&pido por ME es posible gracias a la
ulilizacién de la TN, gque representa el método mas breve vy
econdémico para la observacién de los virus, inclusive puede
realizarse con material no tan purificado (29). Ademds de poder
caracterizar al virus en cuestién en Familia y Género, se puede
saber también su serotipo empleando para ello antisueros
especificos lo que seria entonces la MIE (26,31). Esto dltimo ha
sido reportado por Valicek, y col. (90) que sefiala que el virus
responsable del brote en Checoeslovaquia presenta relacién
antigénica con el de la enfermedad en China.

Una vez que se habia observade al virus por primera vez, nos
alentd a seguir adelante con nuestro propdsito de caracterizarlo.
Para ello era necesario obtener electronografias con la mayor
resolucién posible, de tal manera que se trabaj® con el virus
purificado por cromatografia y con las gamaglobulinas especificas
purificadas. Dicho sea de paso, las gamaglobulinas fueron
purificadas por exclusién cromatogrdfica confirmando lo obtenido
por Boyle y Langone (8) ademds de Hudson y Hay (42). A esto se
puede agregar que si bien no se logré colectar una gran cantidad
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de gamaglobulinas de esta manera, tambien se parti6é de una
cantidad pequefia de antisuero. De tal modo gque la exclusién
cromatografica proporcioné la alternativa de utilizando una
pequefia cantidad de antisuero, y en un solo corrimiento en
Sephadex G-200 SF obtener directamente suficientes gamaglobulinas
para ser utilizadas en la MIE.

Referente a 1la MIE puede discutirse que no es tan
complicado llevarla a cabo, incluso didé buen resultado 1la
modificacién realizada al procedimiento descrito por Doane
y Anderson (22), en cuanto a tiempo y material, o sea, fué mias
rapido y econdmico. En base a los resultados logrados en la MIE
se interpreta que efectivamente se producen anticuerpos contra
este virus en los conejos y por lo tanto el antisuero utilizado
para la prueba de IHA, el conjugado para IF y las gamaglobulinas
purificadas fueron realmente especificos, Hasta el momento ningun
trabajo ha reportado esta MIE con el virus de 1la EHC en México.

Para concluir esta discusién, se abordard la caracterizacién
del virus de la EHC. Existen varios trabajos realizados por
diversos autores en diferentes partes del mundo, en donde
intentan caracterizar a este virus dando como consecuencia una
divergencia de opiniones. Lo caracterizan como Parvovirus
(3,17,18,34,35,36,52,87,89,97,98), también como Picornavirus
(2,3,9,14,17,45,76,87,97,99), Y mas recientemente como
Calicivirus (6,15,17,33,36,44,47,64,65,69,73,84,86,87,89,90). En
donde han empleado diferentes métodos y técnicas de laboratorio.

Por lo gue toca a este trabajo de investigacién, puede
afirmarse que este virus de la EHC presenta las siguientes
caracteristicas morfoldégicas a la ME , una forma esférica y una
configuracién icosahédrica, un tamafio aproximado de 35 nm de
didmetro, carente de envoltura, ademids de presentar depresiones
en la superficie (65,69,73) conformando lo que algunos llaman
"estrella de David" (26,44,68) y proyecciones hacia el exterior
del virién (44,89). Datos que nos suguieren se trata de un virus
perteneciente en la clasificacién actual a la familia
CALICIVIRIDAE (26,68).

CONCLUSIONES
Es evidente que lo gque aparece en las electronografias

obtenidas es un virus, que est& presente en el homoger.izado de
higado de conejo infectado, que se purifica por Exclusién
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Cromatografica. Este virus hemoaglutina eritrocitos humanos del
grupo sanguineo "O", tal HA es inhibida por anticuerpos
especificos presentes en el suero de animales recuperados de la
enfermedad. Estos anticuerpos son purificados también por
Exclusidén Cromatografica y gque tales inmunoglobulinas al
conjugarse con isotiocianato de fluoresceina proporcionan una
Inmunofluorescencia especifica cuando son aplicadas a los
eritrocitos aglutinados por el virus. Ademas, agregan al virus en
complejos inmunes cuando son observados en TN. El virus de la EHC
es observado sobre la superficie de los eritrocitos aglutinados
mediante ME. Este virus en base a la caracterizacién morfolégica
se asemeja a los miembros de la familia CALICIVIRIDAE.

Por todo lo anterior se determina que este virus es el
agente etiolégico de 1la EHC en México. La exclusién
cromatografica es una alternativa para la purificacién del virus.
Las pruebas de HA, IHA, IFD sobre los eritrocitos aglutinados por
el virus, aparte de la ME de la hemcaglutinacién viral y la MIE
son ttiles para el diagndstico de la enfermedad.
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CUADRO No. 1

TITULOS INHIBIDORES DE LA HEMOAGLUTINACION EN

SUEROS DE CONEJOS ADULTOS Y JOVENES

SUERO TITULO
Suero No. 1 (gazapo) 1/64
Suero No. 2 (gazapo) } ‘ (=)
Suero No. 3 (adulto) . 1/128
Suero No. 4 (adulto) 1/512
Suero No. 5 (adulto) 1/2048
(=) = Negativo
100 . .
% . . - .
ABS. . e . .
50 -. .
D.O. . .
280 nm .
0‘_.}ﬁ e e e M e e e et et e e
1°2.3°4:56 7-8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
e B FRACCIONES
FIGURA No. 1
Grafica de la Exclusién Cromatografica del
antisuero especifico para 1la obtencién de
gamaglobulinas purificadas en Sephadex G-200 SF.

Columna: 1.5 X 30 cm.

Eluente: NaCl 0.15M

Volumen de cada fraccidén: 1 ml.
Velocidad de flujo: 1.8 ml/cm2/h
Volimen de muestra: 1 ml.
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CUADRO No. 2
TITULOS INHIBIDORES DE LA HEMOAGLUTINACION DE LAS FRACCIONES
OBTENIDAS DEL ANTISUERO EBPECIFICO

FRACCION ACTIVIDAD INHIBIDORA

No. HEMOAGLUTINANTE TITULO

1 a3 - N.D
4 + 1/320
5 + 17640
6 + ; . 1/320
7 + : : 1/160
8 + 1/80

9 a 20 - N.D

Positiva

)
)} Negativa
D No Determinada

100 - . coe

ABS.

280 nm SRR - . .

. .
. . .

[

123456789 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
FRACCIONES

FIGURA No. 2
Grafica de la Exclusién Cromatografica del
homogenizado de higado infectado de conejo para la
purificacién del virus de la EHC en Sephadex G-200
SF. Columna: 1.5 X 30 cm. _
Eluente: amortiguador de PO4 pH 7.5
Volimen de cada fraccién: 1 ml.
Velocidad de flujo: 3.3 ml/cm2/h
Volimen de muestra: 1 ml.

27



CUADRO No 3
ANALISIS DE LAS FRACCIONES CROMATOGRAFICAS OBTENIDAS
DE LA PURIFICACION VIRAL

FRACCION ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD **
No. HA HA INHIBIDA* INMUNOFLUORESCENTE
1l ad4 + + + SOLO A FRACC. 2 y 3
5 a 19 - N.D N.D

(=) NEGATIVA

(+) POSITIVA

N.D NO DETERMINADA

*  UTILIZANDO ANTISUERO ESPECIFICO DE LA EHC
**  UTILIZANDO CONJUGADO ESPECIFICO DE LA .EHC
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FIGURA No. 3 FOTOGRAFIA DE LA INMUNOFLUORESCENCIA DE LOS
ERITROCITO8 AGLUTINADOS POR EL VIRUS DE LA ENFERMEDAD
HEMORRAGICA DE LOS8 CONEJOS

FIGURA No. 4 ELECTRONOGRAFIA DE LA HEMOAGLUTINACION VIRAL.
NOTESE EL BORDE DEL ERITROCITO Y NUMEROSAS8 PARTICULAS VIRALES
SOBRE SU BUPERFICIE. BARRA = 100 nm
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FIGURA No. 5 ELECTRONOGRAFIA DEL VIRUS DE LA EHC BOBRE UN
ERITROCITO HUMANO DEL GRUPO "O". OBSERVESE ALGUNAS PARTICULAS
VACIAS (FLECHAS). BARRA = 100 nm

FIGURA No. 6 ELECTRONOGRAFIA DEL VIRUS DE LA EHC PURIFICADO.
NOTESE LA FORMA REDONDA Y LA SIMETRIA ICOSAHEDRICA
DE ESTE VIRUS (FLECHAS). BARRA = 100 nm
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FIGURA No. 7 ELECTRONOGRAFIA DEL VIRUS DE LA EHC PURIFICADO.
OBSERVESE LAS DEPRESIONES EN FORMA DE "COPA"™ EN LA SUPERFICIE
DEL VIRU8 (FLECHA). BARRA = 100 nm

N
e e

FIGURA No. 8 ELECTRONOGRAFIA DEL VIRUS DE LA EHC PURIFICADO.
OBSERVESE LAS PROYECCIONES QUE EMERGEN DEL VIRION HACIA EL
EXTERIOR (FLECHAS). BARRA = 100 nm
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FIGURA No. 9 ELECTRONOGRAFIA DE LA MICROSBCOPIA INMUNOELECTRONICA.
NOTESE LOS AGREGADOS QUE SE FORMAN AL REACCIONAR LOS
ANTICUERPOS CON EL VIRUS. BARRA = 100 nm

FIGURA No. 10 ELECTRONOGRAFIA DE LA MICROSCOPIA
INMUNOELECTRONICA. LAS PARTICULAS VIRALES NO SON BIEN
DISTINGUIDAS POR LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS. BARRA = 100 nm
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