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T- INTRODUCCION

La cunicultura es una actividad que ha logrado gran
desarrollo en los paises europeos, mientras que en México

se inicia como actividad de importancia.

En paises como Francia, Espafia, Italla y Suiza, la carne
de conejo ocupa un lugar importante en la alimentacién del
hombre, independientemente de la utilizacién de su plel y el
pelo como materias primas. El consumo anual per cipita de
carne de conejo en Francia es de 61 Kg.,, en Espafia 18 Kg.,
Italla y Suiza 12 Kg., Estados Unidos 0.9 Kg, Gran Bretafia

01 Kg., mientras que en México es apenas de 0.06 Kgso.

En México, donde la alimentacién es un factor cada vez mas
importante debido al incremento de la  poblacién, 1a
cunicultura tiene un buen porvenir; ademas ofrece
perspectivas como fuente dae trabajo y nuevos ingresos al
campesino ya que es una especie de facil explotacién a muy

bajo costo™,

La cunicultura es una ganaderia eminentemente artesanal,
encontrandose dispersa en pequefias explotaciones con espacios
reducidos, mane jo sencillo y alimentacién con esquilmos

agricolas y poco concentrado, cuando se le compara con otras



egpecies product.ivas”‘

Durante la década de los setentas con el programa de
fomento a la cunicultura, se observd un crecimiento
subrtancial tanto en el numero de an!males para pie de cria,
como en la produceidn de carne. En 1972 existian en el pails
113452 conejos y se produjeron 353.658 Ton. de carne; para
1983 el numero de conejos ascendid a 1'1586256 y la

produccién de carne fué de 3’221.000 Tons*>.

La cunicultura ha afrontado muchos problemas, como lo son
un pobre mejoramiento genético, bajo nivel nutricional o
problemas en Jla comercializacién, este uGltimo en parte
resultantes de la falta de asociaciones de cunicultores. La
introduccidn en 1988 de la “Enfermedad Hemorragica Viral de
los Conejos C(EHVC)'', enfermedad exédtica que ocasiona grandes
pérdidas  econdmicas por el alta {ndice de morbilidad vy
mort.alidad puso en peligro la endeble infraestructura de Ia

ganader{ a cunicula del pals.

Por la trascendencia de esta enfermedad, s=se decidld
reproduciria experimentalmente inoculando por via aerdgena
filtrado de Organos de conejos muertos durante el brote
surgido en México y describir la patogenia del sindrome. Se
espera que los resultados obtenidos permitirin entender mejor
el comportamiento de la enfermedad, para  apoyar la

subsecuente toma de decisiones a nivel nacional.



J1- REVISTON RTBLIOGRAFICA

1~ DESCRIPCION

lL.a Fnfermedad Hemorragica Viral de los Conejos <(EHW),' ea

22,72 , aguda, altamente

una enfermedad de origen viral
infecciosa y contagiosa de perfodo de incubacidn corta y de
rapida transmisién, caracterizada por su alta morbilidad "y

mortailidad.

Afecta a los conejos domésticos y en algunos paises a
loe silvestres, mayores de dos meses , caracterizandose en la
mayoria de jos casos por muerte subita y cuando se observan

signos estos son:  flebre, secrecién nasal sanguinolenta,

chiilidos, oplatstonos y disnes® !> 191719.20,21.25.24,

54.64,72,88

2~ HISTORTA

L.a enfermedad fue descrita por primera vez en China por

Lui y col.,, como un proceso agudo. Se presentd durante la

primavera y verano de 1984‘9'20, en las provinctas chinas de

4,72, 80 v Beijing“, de curso agudo y febril, con

Jlangsu
alt.a morbilidad y wmortalidad. Se extendid a otras regiones
del mismo pais , provocando la muerte de 470000 cone jossz. Se
describié con varfjos nombres : La Plaga del Conejo (Cheng y
Zena 1986)>, Septicemia Viral del Conejo (Sheng y col. 198%5),
Neumonfia Hemorragica de los Conejos (RNHD> (Liu y col. 1984,
aa

Xa F.N. y col. 1985, Xu, 2Z.J. y Chen 1988 El brote =e



asacid- a. la importacidn de un grupo de conejos de Angora,
nraocedenteas de Alemania Federaf™?! ¢ 97

Seguido se extendis a Corea por la importacién de pelo de
conejo y se le denomind: “"Muerte Virica Subita del Conejo™,

por los investigadores de la Universidad de Kiung-Pooks"

Durante el 1V Congreso Mundial de Ciencias Cunicolas en
Rudapest. C1988)’°'z°, se informd inicialmente de la aparicién
de la enfermedad en los pailses del Este de Europa <(Rusia,
Checoslovaquia, Rumania, Polonia, Hungria v Alemania
Orjental), posteriormenta en otros palses <coma Francia,
Ttalia, Port.ugal, Espafia, Suiza, Austria y Alemania
Ocal dent.a)’ $.82,58, d‘, y en la reunién del Office
International des Epizooties (0IE.)D, realizado en Paris en
noviembre de 1989, se le denomind V“Enfermedad Hemorragica

Viral de los l.agomom‘os"ﬁd, debido a la semejanza entre Ia

EHVG y e} Sindrome de la Liebre Parda (SLP).

Fn Francia se observaron los primeros focos en la parte
Este del pafs desde jullo y agosto de 1988; despusés de
exaAmenes en la Estacién Experimental de Plufragen, se eltmind

1a hipstesis de un origen toxico por Pesticidas"z , 69

HamAndosele "Septicemia Hemorragica de los Cone_jos"z"dz'ae

A principilos de 1988 se informd del padecimiento en Italia
encontrindose alta mortalidad en conejos de explotaciones

rurales en las provincias de Lombardie, Piemont, Liguria,



Emilla, Rongne, Abruzzi, Molise, Basilient vy Sicilia"’, y los
investigadores del Instituto Zooprofilactico de Lombardia,

t.rabajaron en Ja causa del mal, pensando inicialmente en

intoxicacién alimenticia, hablandose después de una
enfermedad virat la cual se denomind: "Enfermedad X"
A4a5.21.27,48, 08 Algunos autores? refieren que la

enfermedad en Italla se presentd desde 1986 como un problema
de alt.a mortalidad en especies silvestres, que coincidia con
otros broteas en Europa Central afectando llebres (Sindrome de
la liebre Pardad, de donde se cree se transmitis al conejo, y
se pensd en la posibllidad de un vector activoe o pasivo entre

52,59

los lepéridos salvajes y los rurales Esta enfermedad ha

acasionado la muerte de 92'000.000 de animales en Italia®.

Lo invemtigadores Pages b4 col. *® ) indican que 1a
enfermedad entré a la Peninsula Ibérica a principios de 1988;
la enfermedad entré a Espafia proveniente de canales
importadars de Alemania F‘ederal‘, denominandose "Ent'ermedad
Virica Hemorragica del Cone _jo"a"s, afectando pequefias
explotaciones en las provinctas de Ledn, Asturias, Lérida,
Valencia y Murcia. La prensa catalogé estos brotes a pesar de
ser pequefios como catistrofe nacional, ademas de sefalar que
Ja enfermedad era transmisible al hombre lo que provocd la

5,32,94
calda de Ja demanda de carne .

l.Las explotaciones
minifundistas fueron las mis afectadas sobre todo en la zona
oriental de Asturias, luego se extendld a 14 provincias mas,

rin afectarse loa grandes centror de producclén‘, t.ambié¢n se



infarms de infeccién en conejos de monte.

Fn 1988, Suiza informé del brote denominandoseale

"“Hepatit.is Necrética de los Conejos" y se asocid a la

144

importacidn de conejos de China® SimultAneamente en

Checoslovaquia se informé de un bhrote de Ja Peste de los

. 10
Clone jos

Durant.e los meses de diciembre de 1988 y enero de 1989 se
precgentd una enfermedad similar en diferentes estados de la
Reptiblica Mexicana, caracterizindose por alta morbilidad vy

mortalidad. Inicialmente se informd de la muerte de 2.600

144

conejos en Fcatepea, Estado de México’®. En febrero de 1989

se hablian detectado frocos en los estados de México, Morelos,

Hidalgo, Michoacan, Fuebla, San Luis Potosi, Tlaxcala,

17,458

Jalirco, Guana juato y el Distrito Federal Su

introduccién se debid a la importacién de canales de conejo

°, Los nombres que inicialmente recibiéd

provenientes de China®
fué: "Sindrome Neumo-hepatico de los Conejos"”, “Enfermedad X"
4 "“Hepatitis Necrdédtica de los Cone Jos"z‘, posteriormente se
encontré que coincidia con los signos descritos por los
investigadores Chinos‘""',.pob lo que =se decidié liamarla
"Enfermedad Hemorragica Viral de los Cone jos"(EHVO)‘é Hasta
el mes de mayo de 1990 habian muerto 65,420 conejos y 111,728

-1

habf an egido sacrificados Hagta el momento ningdn otro pais

americano ha informado de esta enfermedad



3~ FTTOLOGIA

Inicialmente en México, la enfermedad se asocié a una
infeccidén causada por Pasteurella multocida tipo A y
Fasteureltla haemolytica de alta patogenicidad aisladas de
pulmén e higado. Sin embargo al vacunar contra Pasteurella
multocida, los animales continuaban muriendo atin cuando las
Jesiones pulmonares no se presentaron, lo que indicaba que en
a1 problema habfa interaccién entre el agente causal y las
bacterias. Otros autores también aislaron las mismas

16,48,

bacterias En los o»rtudios de microscopia electrénica

se observaron diferentes particulas esféricas de diferente

B8 a1 realizarse cuitivos

tamafio compatibles con picornavirus
primarfjos en rifidn de conejo =se observéd vacuolizacidn vy
aglomeraciones anormales en el citoplasma, aunque no se pudo
tipificar el agente. Otros aubores”’, asocian la enfermedad
con un lepopoxvirus, serolégicamente diferente al virus de la
mixaomatorir, En estudios realizados por la Comisiétn
México~Estados Unidos para la Prevencidn de la Fiebre Aftosa
y otras Enfermedades Exéticas de los Animales <CGP.A)D, se
han mostrado particulas de 3% nm, de forma icosaddrica,
compatihles con parvovirus, pero como en los casos anteriores
no se ha podido caracterizar el virus por medio de
cultivos’®. Los investigadores chinos son los que mas han
trabajado con este agente desde 1984, estudiandose el virus
en sangre y varios tejldos, en las cuales han observado que

no tiene capsula, que es de forma esférica, con dildmetro



madio de 30 nm. (28-42 nmd; contiene RNA de radena simple, Ja
capside es lcosaédrica contenlendo 32 capsémeros cllf ndricos,
con peso molecular de 26 X 10° u, clasificdndelo comd

mjembro de la familia picornaviridae, aunque su morfologta,

sus componentes quimicos y su replicacién en el citoplasma no

(:]:] 24,22
u

concuerdan totalmente con otros plcornavirus X en
Verona, menciond que se trataba de un parvovirus de DNA
monocadenado mas sensible a altas temperaturas y gque actua
gobre el nucles de las células. Xu, V.m, informé que el
virus era sensible a la DNA-asa y resistente a la RNA-asa;
positivo a la difenilalanina, y concluye que se trata de un
virus DNA de cadenas simples parecido al parvovirus. Gregqg Yy

30,40, 44
. ’ mencionan  que el estudio de microscopia

col
electrénica de homogenizado de higado, reveld numerosas
particulas virales poligonales de 28 nm. encontradas en el
ntcleo asociadas con cuerpos de inclusién, =ugiriéndose la
etiologia a un parvovirus y las caracteristicas antigénicas

del virus estan relacionadas al parvovirus porcina y de

ratén.

Inicialmente en Europa el! brote se diagnosticd como un

27‘6‘, por pesticidas y herbicidas

problema de origen téxico
debido a las lesiones observadas en tejldo hepatico y renal,
pero los resultados fueron negativos para la prueba de

24, 69
. Otros

inhibicidn de la colinesterasa en tejldo nervioso
diagnteticos presuntivos fueron las de enteroloxemias, aunque

el macerado de drganos de animales infectados, al rer



innculados por diferentes vias reproducian los sintomas y al
ser observados los telidos al microscopio eléctrdnico se
encontraron particulas parecidas a parvovirus, sin poder
descartar completamente a los picornavirus y

calicivirus®! " 9%,

Argilello y col.g", informaron de cuerpos de inclusién
int.racitoplasmaticos en células hepaiticas y de pulmén que por
su morfologia ultraestructural podrian pertenecer a Ila
familia picornaviridae o parvoviridae, sin embarge otros
autores, los seRalan como "pavvovlrus-like"'s's‘. Se pliensa
que por sus caracteristicas ultraestructurales como es el
polimarfismo de los virones, la ausencia de envoltura y Ssus
depresiones en Ja superficle en forma de ctpula podria

clasificarse como calicivirus, o virus herpes asociadod.'”.

Ohlinger y r:olf”, indican que el virus esti formado por
una proteina simple, de peso molecular entre 57 KbDc a 60 KbDe,
similar al calcivirus felino. Marcato y co1?® han encontrade
camblos ultraestructurales e  histopatalégicos similares al
del virus no A/ no B, de la hepatitis viral en humanos, ponr
lo que Jlamaron a la  enfermedad “Hepatitis Necrdética
Infecciosa del Conejo”, observindose agregados de particulas
granulares en los nucleos de hi gado seme janteg al
reforzamiento de cromatina y proteinas inducido por este
virus chepadnavirus) en los hepatocitos de humanos. Osterhaus

7]
y col., informaron que el agente ez un 'coronavirus-like" ;



10

Pringet y co].‘", lo catalogaron como un Astrovirus.

Fl agente causal de la EHVQ, agiutina eritrocitos de
ovinos, pollo y todos los tipos de sangre de humane
principalmente el de tipo "O", por lo que la prueba de
inhibicién de Ja hemoaglutinacién ha =sido utilizada para la
determinacién de  anticuerpos El agente no aglutina
eritrocitos de caballa, mula, burros, bovinos, patos,
codornices, perros, cerdos, conejosx, gansos, cobayo, ratones,

2,21,54,72
ratas y otros roedores =’

No han sido exitosos hasta el momento los métodos de

72.86.88  indican la

cultivo celular, aunque algunos autores
replicacién en cultivos de células de rifdn de condjo
Jactante y en lneas celulares diploides como Rk-13 y HEP-2

l.a infectividad viral no se reduce con tratamientoc con eter a

pH. 3.0, pero si se lnactiva con hidréxido de =sodio al 1%,

O .

formaldehide al 04% a temperatura de 4°¢ a 37 vy

{3~propiolactona a 47 ¢; se ha demostrado que algunas

desginfectantes como el faormol eliminan la infectividad pexo

no la 1nmunogenicidada 8
4~ FEPIDEMYOLOGTA

El periodo de incubacién de esta enfermedad es corto, de

6,19, 20,868

Z0 a 48 horas En los animales la morbilidad es del

70 a 80%, v mortalidad hasta el 100 % en farma

630,21

natural En algunos brotes =se han observado picos de
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mortalidad 2 a 3 dias posteriores a la introduccién de la
enfermedad, iniciandose con un curso agudo y muerte a las 72
horas y un segundo pico de los 7 a 13 dias posteriores a la
infeccitn, por lo que se habla de una mortalidad

16,17 ,24,08

difasica En conejares con ventilacién dindmica

horizontal se informa de mayor mortalidad*®.

I.La enfermedad se transmite con mayor frecuencia entre
explotaciones de tipo rustico donde las condiciones
sanitarias 8g8on deficientes y donde los animales sufren de
otros padecimientos virales, bacterianos y parasitarios en
forma rubclinica o estos agentes se encuentran latentes, por
lo que es comin que la EHVC se asocie con bacterias como son

17,10,68

Pasteurella En las granjas de tipo comercial con

buen mane jo sanitario la morbilildad y mortalidad szon

9,4,6,19,20,48,068
generalmente menores .

La transmisién experiment.al se ha realizado por
inoculacién intramuscular, subcutanea, respiratoria y
alimenticia de homogeneizado de organos de animales

9.4,12,14

infect.ados La tranamigién natural mas importante es

419.68  pn eatudios reallzados en México

por contacto directo
se observéd una infeccidn mas alta entre conejos asinados en
piso, mientras que en conejos en jaula era rara su
t.ransmisién; también la direccién del aire puede ser un

factor importante ‘en 1a transmisién C(comunicacién personal

del Dr. Juan Gay). Igualmente se infectan por medio de
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3,4,14,21

heridas en piel Se ha logrado la transmisién por

fomites como son agua de bebida, heces, utensilios infectadas
con  secreciones y excreciones (orina vy salivay!*-1¢-21.07.88
J.ore insectos no parecen ser vectores important.es“; an Corea
Se presentd la enfermedad por la compra de lana de conejos
enfermos’ . Fn Europa se considera que la Iliebre es
reservorio natural y vector responsable de la difusidn del
virus de la EHVC debido a la infeccién cruzada entre liebres
Y conejosss. En México el hombre fue un medio de transmigidn
mecanico de la enfermedad, por medio de la manipulacién vy

contacto de objetos personales con canales contaminadas,

ayudando asi a Ja diseminacién de la enfermedad.

l.a FHVC afecta principalmente a conejos mayores de dos
meres, hembras gestantes y lactantes; es rara la infeccién en
gazapos menores de dos meses y no se han informado casos de
afeccion natural en los menores de un

A,44,74,29,26,27,63,068,72,87
8 ' ! ? . Algunos  trabajos  indican

me
que Jos lactantes de 3 semanas son susceptibles a la
infeccidén, pero la mortalidad se manifiesta hasta la cuarta
semanadn, 6 que pueden tener uns evolucidn crdnics y ser
capaces de eliminar el virus sin mostrar signos clinicos de
la EHVCEC Algunos autores indican que los machos castrados
no se af’ect,an“?, pero los estudios realizados por Saldivar y
001_77, muestran que son Igualmente susceptiblea. Tampoco
exist.e predisposicién de raza o sexo y las dnicas especies

19,69,87,

afectadas gon las llebres y los c<onejos hasta el



moment.o no  se ha Informado de efectos teratolégicos,

ambriolégicos ni maiformaciones en recién nacidos*?,

lLos conejos domésticos ( Oryctolagus cuniculi D son los

mAs suscept,iblesm‘-“, aunque en los paises europeocs se

24,60
5 en

afectaron tanto conejos silvestres comon domésticos
Ttalia se presentd primero en liebres (Sfndrome de la Liebre
Parda), con alta morbilidad y mortalidad semejante a la

rHVG™Y.

En Eapafia se afectaron primero los conejos de monte y
posteriormente Jos cone jos domésticos de explotaciones
risticas. Al afectarse la fauna silvestre en Europa se alterd
el ciclo alimenticio de otros animales como fueron el lince y

el aguila, especies que se alimentan de cone Jos“.

l.os conejos silvestres en México como son lJos teporingos
(Romerolagus diazi>, y los del género sylvilagus, son
resistentes al ponerse en contacto con animales infectados

son la FHvVCG'® 20-21

Ertudios realizadog por Gay y cot. 7° y Maldonado y colE",
mostraron que conejos suceptibles en contacta con animales
que sobrevivieron dos meses antes a la enfermedad, los
susceptibles no enferman. En los robrevivientes fueron
disminuyendo Jos titulos de  anticuerpos y cinco meses
después, al colocarlos con animales enfermos, no presentaron
sint.omatologia, mientras que animales susceptibles morian.
Otros  autores indican la existencia de portadores de la

22,90
enfermedad "’ .
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Existe predisposicién de caricter estacional,
presentindose con mayor virulencia en primavera y otoﬁo“',
los investigadores chinos indican que la presentacién es mas
severa de enero a marzo y de agosto a octubre, siendo menor
en ahril y mayo, concluyendc que el virus sobrevive asociado

a Ja temperatura del ambiente“"aa, aunque en algunos paises

como Ttalia es endémica’’.

En México se recibié un reporte en el mes de enero de
1988, de alta mortalidad de conejos en el municipio de
Ecatepec, Fstado de México, procediéndose a realizar una
investigacidn de campo por parte del SINESA (Sistema Naclonal
de Emergenclia en Salud Animal), a la ver se contacté a oatras
institucioones educativas, gubernamentales, laborat.orios
oficiales y privados, encontriandose que habla un grave
problema en conejos del Valle de México y que data desde
diciembre de 1988, La signologia, lesiones y mortalidad
indicaban un problema en comin y no casos aislados como re
considerd en un principio. Después de reallzar el estudio
retrospectivo se propusoc el siguiente esquema

apidemiolégiccs? °,

-fao. Noviembre: introduccién a México de canales de conejo
provenient.es de China, a través de un embarque IN BOND de los

Estados-Unidos.

-26 Noviembre: llegada de las canales a una bodega de acopio



de  una tlenda de autoservicio en  Cuautitlin, " Estado de

Mésxdco.
-6 de diciembre: entrada de un empleado de la granja " E}
Martil", de Actopan Hidalgo a la bodega de acopleo y Ia

manipulacién de las canales provenientes de China, retornando

A la granja.

-10 de diciembre: visita a la Granja "El Marfil", de un

comprador de cone jos de desecho.

-12 de diclembre: muerte masiva de conejos en la granja " El
Marfil".
-13 - 14 de diciembre: visita del comprador de conejos de

desecha a Ja UInidad de cunicultura de la Facultad de Estudios

Superiores de Cuautitlin (FES-0), Estado de México.

-8 - 19 de diciembre: elevada mortalidad de conejos en la

granja cunfcola de FES-CUAUTITLAN, Estado de México.

Posteriormente de FES CUAUTITLAN se disemind por venta de
canales a otras regiones como fueron: Ecatepec (foco 1indiced,

Chapingo, Chalco y el Distrito Federal.

L.a mayor difusién del problema se presenté en febrero de
1989, abarcando los FEstados de Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
Michoac4an, Morelos, Querétaro, San Luis Potos{, Tlaxcala y el

Distrito Federal®?



" S-"STGNTFTCADO EN SALUD PURLICA

Por tratarse de un problema con caracteri{sticas virémicas,
no deben aprovecharse las canales de animales muertos para el
consumo humano, aunque el agente no es transmisible al

6,19,20,71,24,62,88,86
hombre o .

B~ STGNOS CLINICOS
an " 29
Xu y col. y Chao y col.  ",describen tres formas clinicas:

1- SOBRFAGUDA. Cuando la enfermedad ha sido introducida por
primera vez, presentindose muertes sin signologia dentro de
las primeras doce horas, el uUnico signo aparente es la

hipertermia de 41°0 entre las 8 y 8 horas.

2= AGUDA. Postracién y apatia, pelo sin brillo y aspero,
fiebre de 4106‘, polidipsia, disnea y muerte entre 12 a 36
horas; los animales =se postran en decibito lateral vy
presentan movimientos de pedaleo, durante la agonia =e
observa cianosis y material sanguinolento y espumoso por los

hollares y boca.

En los dos cuadros clinicos anteriores se puede observar
relajamiento de esfinteres con salida de heces que permanecen
pegadas al ano, con mucosidad blanquecina y las conejas

gest.ant.es pueden abortar.

3- SUBAGUDO. Se presenta con mayor frecuencia en casos

experimentales de las 30 a 38 horas posteriores a la



inoculaciéon del homogenizado de Sreanos, observandose
abat.imiento, anorexia y posteriormente muerte a los dos o

t.res dias, aunque algunos animales pueden sobrevivir.

En México los =ignos clinicos fueron clasificados como
cuadros sobreagudo y agudo, ya que el cuadro clinico duraba
generalmente menos de los tres dias. La forma sobreaguda con
perinodo de incubacién de 12 horas; observandose postracién
con excitacién y chillidos, insuficiencia respiratoria con
hemorragias nasales, congestién en las orejas, labios y

5,49,20,24,27,48,79

conjuntiva Esta signologia se presentséd

con  mayor frecuencia en animales de explotaciones de

traspauodg s

Fxperimentalmente se observd la forma aguda con fiebre de

417 entre Jas 18 a 24 y las 36 y 48 horas post—inoculacién.

Los animales se encontraban postrados y sumamente deprimidos,

se observéd congestién de la conjuntiva ocular, edema
palpebral vy algunos presentaron convulsiones, ataxia y
paralisis. En su fase agonal los animales muestran

taquicardia y taquipnea, con respiracién abdominal y muerte

2,4,12,71,74
con eplstaxis .

7 -~ PATOLOGIA

7.1~ Macroscédpica

Los hallazgos mAs caracteristicos son debidos a

disfunciones circulatorias con hemorragias petequisles



) generalizadas y coagulacién fntravascular diseminada

corm, Mo

f.as condiciones del cadiaver son buenasﬂ, el pelaje =re
ancuentra sin brillo ¥y es comin observar secrecidn
sanguinolenta y espumosa por la nariz y boca. Al abrir

cavidades se encuentra escaso U quido hemorrigico tanto en

S4,79

cavidad pleural como en peritoneo Generalmenmte hay

congestién y hemorragias en tragquea, timo, pulmones,
pericardio, hfgado, rifiones y mucosa nasal e intestino; al

abrir la t.raquea se observa espuma de color

29,24,4R,69,04,79,87
>

rojizo los pulmones present.an edema y en

s,

algunos  hay lesiones neumsnicas’ Fl higado se encuentra

aumentado de tamafSo, friable, pailldo, con areas de necrosis

gris~blanquecinas, y en otros hay ligera fatericia; ia
vegiacula ests distendida y con gran contenido de pine™ " 7°,
Otros cambios son: esplegnomegalia y adenomegauazn .2 ‘;
egtiémago pletérico de alimento”*? 7; el timo
hiper-pléslco"“ 7 9; cangest.idon menf ngean' te v ve jiga

plat.érica’ >20,

7.2~ Microscédpica

lLas lesiones wmAs dramAticas se ohservan en higado vy
consisten en: hepatosis generalizada, con disoclaciéon de
hepatocitos, necrosis multifocal difusa y gran cantidad de
pigmento hemﬁtlcoz‘, en regidn periportal puede observarae

infiltrado mononuclear", algunos autores han informado de
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hepatitis neardtica’r 197 2703 En

prulmones se han
w.encontrado lesiones desde hiperemia y hemorragias hasta focos
neumenicos o neumoni as sero-hemorragicas, hiperplasia
linfaide peribronquial y necrosis; y en algunos casos se ha

24,88

informado de trombosis de vasos pulmopares En rikén =ze

ha observado nefrosis y glomerulonefritis membranosa, asi

como trombos fibrinosos en los capllares glomerularesz‘.

El tejido linfoide de timo, bazo y ganglic muestran
daeplecidn con cariorrexis y cariolisis de linfocitos®®. A
nivel nerviose se ha mencionado encefalitis no supurativa con
infiltrado mononuclear perivascular, desmielinizacién v
proliferacidén de  la gliam. Otros autores han informado de
gastritis catarral, necrosis de Jas adrenales, congestién
endometrial, degeneracién del epitelic acinar del pincreas vy
de los islotes™. La presencia de microtrombos en la mayoria

de los érganos ha sido un hallazgo frecuente ’.

Fn microscopia electrénica se ha observado vacuolizacidn
de}l citoplasma , degeneracién de las mitocondrias y ruptura
de la membrana celular de los d&rganos pavenqnimatosos". Se
ha mencionado la presencia de organizaciones virales, al
igial que de organelos paracristalinos de virus hexagonal
coincidiendo en que se trata de un virus pequefio y

16,17,47
desnudo 7



fi~ DTAGNOSTTCO
. 1= D campn,

l.A presencia de wuna enfermedad altamente contagiosa, con
alt.a  mortalidad, curso rapido, casi sin  signos clinicos,

serian los primeros indicios para sospechar de la EHVC.®,

3.2~ De labhoratorio.

8.2.1- Envio de Muestras Se debe enviar el animal vivo o

muerto al laboratorio tomando las debidas precauciones para
evitar su diseminacién. Lcs animales vivos deben estar en la
fase aguda y no deben haber recibido tratamiento; los muertos
se envian enteros, ya que no se recomienda la necropsia por
parte del duefio; estos animales deben ir acompabados de un
informe de las observaciones mas Iimportantes como son:
ubicacidén de la granja, cllente, numero de jJaulas, razas
empleadas, registros de reproduccién, numero de nacimientos,
mortalldad en lactancia, mortalidad post-destete, condiciones
ambientales, clase de alimento, produccidn, condiciones de
mane jo, tasa de reproduccién, informe sobre el problema,
ntiimero de afectados, porcentaje de morbilidad y mortalidad,
=sintomas, evoluciédn, tratamiento, causas posibles o
sospechosas de la infeccién. Las muestras se colocan en un
medio fresco o refrigerado a 4°C, en bolsas herméticas, las
ruales deben ser desinfectadas a la salida de la granja con

formol. L.as muestras para virologia y/o bacteriologia deberin
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enviarse lo mas rébido'posiblegz'ss'

AR, P, 2-Bacteriologia. Se deben realizar cultivos de sangre
y frganas como: higado, bazo, pulmones y rifiones en medio de
Agar sangre, Mackconkey, incubados a 37°0. de 20 a 48 horas.
Fst.as muestras deben ser tomadas del gitio anatémico mas
representativo, dentro de las tres primeras horas de ocurrida
la muerte; bajo estrictas condiciones de asepsia y
recolectadas en recipientes estériles. lL.as muestras deben ser
enviadas al Jaboratorio en condiciones de refrigeracién. En
algunos  casos se  han aislado Pasteretlla multocida vy
haemnlytica, y en otros casos no se ha logrado aislar ningtn

29
agent.e

8. 2.3~ Inmunofluorescencia directa Utilizada para

descubrir antifgenos virales en células infectadas, cortes de
f.e jidos o frotis por impresidn, y para ident.ificar
anticuerpos contra virue®*. Se realiza en corte por
congelacidén o por impronta de secciones de tejido. Se ha
observado fluorescencia brillante hasta la dilucién 1:80 en
Aanimales enfermas, siendo los 4érganos mas importantes el
hi gado, bazo y riten’®.  Fstos éreanog deben ser recolectadas
en bolsas de plastico estériles y mantenerse bajo congelacidon

O 0.

8. 2. 4~Hemaglutinacién <H.AD. Se obtiene de la suspension
de tejido hepatico en solucién fisiolégica estéril de conejos

muertos, y su posterior centrifugacién para obtenerse un
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Sobrenadante---al --cual . se le realizara la prueba de
hemoaglutinacion con gldbulos rojos de humano del tipo

23,74 ,79,0R,70

o los oérganos en que se han observado mayor

cantidad de titulos son en orden decreciente el higado,

piimén, bazo, rifién, corazédn, musculo y cerebro'®®,

Fl1 criterio de evaluacién de la hemoaglutinacién es el
sigulente segun lo recomienda Pu y col. 7%,
++++ l.os hematies permanecen de manera homogénea en la
casilla.
+++ Jgual que el antericr pero de forma irregular.
++ l.os hematfes estan en forma de anillo en el fondo,

pequefios paquetes aglutinados se dispersan a la

periferia.
+ Los hematf{es estan en forma de pequefias masas, el
bhorde es irregular, los pequefios paquetes

aglutinados permanecen en la periferia.
¢(-> Una masa de hematies al fondo, el borde es irregular y

liso.

l.os animales convalescientes se mantienen con titulos

estables de 1:160 aun después de dos semanas™*

8. 2.5=Inhibicién de la hemoaglutinacién CLHD. La
actividad hemoaglutinante puede ser inhibida por suero de
conejos convalesclentes de la EHVC, siendo un método
ampliamente utilizado en la serologia. Aunque la IH. es

capaz  de detectar anticuerpos contra 1a EHVG, su



2.3

eatandarizacién  ha  sido  dif(cil®> %% a1 titulo de

inhib!dén de la hemaglutinacién se expresa como el t{tulo de
dtlucién mas alta de antisuero que inhibe complef.amente Ia
hemaglutinaciénm , observandase titules positivos entre $:32
v 1:6000'%.  Otra prueba utilizada es Ja inhibicién de la
hemoaglutinacion en microtécnica con muestras de sangre

obtenidas en papel filtro, considerandose positivas titulos

desde 1:40“.

8. 2. 6-Hematologi a. Se deben enviar al laboratorio muestras
de wsangre recolectadas e capilares por puncién en la oreja,
o intracardiaca si se necesita mayor cantidad para la
realizacién de varios estudios. En casos avanzados de la
enfermedad hay disminucién del numera total de leucocitos
desde un 73% hasta un 34%, también se ha observado

hipergammaglobull nemia®®,

A. 2. 7=-Métode de ELISA. Capuccl vy col.sz, han montado la

técnica de ELISA en ‘“sandwich simple”, utilizando como
captador suero hiperinmune anti FHVC de conejo y una mezcla
de anticuerpos monoclonales como marcadores, siendo una

prueba mas sensible que la hemoaglutinacidén.

Aparte de los métodos diagnésticos anteriores, son de gran

ayuda los signos clinicos, los hallazgos histopatoléglcas, la

epidemiologia y la microacopia electrénica” 41 42 %",
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R. 3~ NDtagndstico diferencial.

Se debe hacer diagndstico diferencial entrve:
- TIntoxicaciones: <Como son Jrganofosforados, Paraquat,

Parathion®.

~ Pasterelosis, ya que inicialmente se le atribuyé a este
agente Ja causa de la enfermedad, debido al aislamiento
frecuente de Pasteurella multocida y haemolytica, er drganos

6,46,47,%55
de animales muertos en el brote e

-~ Mixomatosis. Fn los paises europeos, donde esta
enfermedad es enzodtica, la mixomatosis se prolonga por mas
dias y la muerte es en goteo, mientras la ENVC las muertes

s
ron masivas y en poco tiempo .

Otras enfermedades a diferenciar son: Salmonelosis,

Cocaidiosir y Enterctoxemias por Clostridiun spp. 78,64.88

9= CONTROL Y PREVENCION
9.1~ Control y erradicacién en México.

México ha organizado un plan de erradicacién contra esta
enfermedad a través del Sistema Nacional de Emergencia en
Salud Animal (SINESA)>, &l cual contemplsd medidas
contraepizootioldglcas como fueron: comunicacién, cuarentena,
inspeccién, sacrificio y desinfeccidn P centinelizacién y

20,24,70
repoblacién™ 7.
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a) La comunicacién soclal, =se realizé por medio de
volantes, spots por radio y televisidén, boletines de prensa,
sensibilizando al productor o propietario para cooperar con
la campafia, entregando sus animales enfermos o sospechosos al
SINFSA, y a cambio se le entregaba un vale para la reposicién
posterior de los conejos, una vez que las condiciones

ranitarias lo permitieran.

b)> l.a cuarentena de granjas cunicolas, prohibié¢ndose el
Aacceso a personas y vehiculos, al lgual que la venta de

cone jos y sus productos.

c) La vigilancia activa de focos nuevos y su notificacién

inmediata a los organismos de salud animal.

(2] Disposicién sanijtaria de cadaveres, Hmpieza v
desinfeccién de las instalaciones con hipoclorito de sodio al
5%, lechada de cal (1/2 Kg. de ca)l viva por 10 litros de

aguad o formol al 0.4%.

@) l.a centinelizacién que consiste en introducir algunos
animales a una granja por un perfodo de 3 semanas, despues de
haber sido desinfectada y permanecido vacia por un espacio de
A semanas y asi poder detectar la presencia del agente © no,

para poder inicliar la repoblacién.

f)> Sobrevigilancia epidemiolégica, con el fin de detectar
nuavos focos en fases tempranas y tomar las medidas

pertinentes.



" pertinentes.-
En el programa de erradicacién en. México, se divi&lé el

pais en las sigulentes zonas7°:

a- Zona focal. La zona de mayor difusidén de la enfermedad
que fue e) Valle de México, donde se dispuso de cuarentena
con retenes sanitarios, se prohibid la movilizacién de
animales y se realizé el sacrificio en puntos de acopio de

animales con la entrega de su vale de reposicién.

h- Zona perifocal. Focos aislados, perfectamente ublcados
en los estados circunvecinos al foco principal, all{ se
realizé depoblacién, incineracién, limpieza y desinfeccién,

al {gual que vigilancia epidemiolégica.

c- Faco en riesgo. El resto del pais donde no se ha
detectado, ni existe reporte alguno de foco positive. En

estas Areas solo se reallzéd vigilancia epidemiolégica.
9.2~ Prevencidn

9.7.1~ Medidas de higiene y desinfeccidn.

Se deben seguir estrictas medidas de bioseguridad, para
evitanr la introduccitn de la infeccién en animales

16,20 ,24,68

suscept.ibles . Las principales medidas a tomar son:

- Evitar la introduccién de conejos a2 la granja; y si se

hace, deben tener un certificado de sanidad (seronegativos),
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est.os no Ke deben colocar directamente en contacto con el
resto de la explotacidn, sino mantenerlos en un lugar aislado
en una jaula por lo menos 15 dias, con uno o dos animales
sanos de la explotacién y si ninguno enferma durante ese
lapso entonces se puede {ncorporar a la granja. En brote
activo, no comercializar los animales, ni sus canales, ya que
son riesgo de transmisién. No introducir al pals animales
vivor, canales o pieles no tratados de paises que han sufrido

la enfermedad.

~ Evitar e} intercambio de sementales.

~ Fvitar la visita a granjas o instalaciones donde =e

hayan presentado casos sospechosos de la enfermedad.

~ No utilizar jaulas, alimento o material que haya estado
en contacte con los animales enfermos. No utilizar alfalfa,
va que esta podrf{a vehiculizar el virus por lo que se sugiere
camhiar a tortilla, desperdicios de panaderfia o galletas vy
tener precaucién en recibir los costales de alimento y el
equipo nuevo fuera de las instalaciones desinfectandolos
antes de introducirios a los galpones con lechada de cal 172
Kg de Cal viva por 10 its de agua > o formol al 0.4%. También
se dehe eliminar el material orgAnico, lavar con agua y jabdn

y aplicar los desinfectantes a los galpones.

~ Separar animales enfermos de sanos; y si se presentan

muertes repentinas de conejos, se deben tomar muestras para
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diagnostico, vy los atros ser enterrarlos o incinerarios.

~ No permitir la entrada a vehfculos o personas extraBas;
usar ropa y calzado exclusiva para atender a los animales,
procurdndose bafiar antes de cambilar de ropa, igualmente tener
auldado con los trabajadores de la granja que tienen conejos

2n sus respectivas casas.

- Usar tapete sanitaric a la entrada de Ia granja,
utilizando solucidén de formol al 1% o los derivados del lodo

(Vanodine 2%).

- Mantener los conejos aislados de otras especies
animales, las cuales padri{an ser transmisoras de ia

anfermedad (roedores, pajaros, etc).
4, 2. 2~ Vacunaciédn.

Fn algunos palses europeos como Espafia, Hungria, Rusia y
Checoslovaquia =e han utilizado vacunas obtenidas de tejidos
inactivador; en Espafia su uso se ha restringido unicamente a
las 4Areas geograficas afectadas, ya que el producto puede

©,21,88
aenmascarar la presencia de animales portadores .

16,29, 49,44
ETeTTrTT, e han  preparado  vacunas usando

En China
cepas virales como es la Bg-i purificadas de higado de
cone jos muertos por Ia enfermedad en forma natural vy

conservadas en nitrdgeno liquide después de pasar por varias

generactones de inoculaciones experimentales. La preparacién
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‘de la vacuna se realiza utilizando las suspensiones de

organos filtrados e inactivados con formaldehida al 04% o
{ncubados a 3700, colocandosge en excipiente olaoso &
hidréxido de aluminio como inmuncadyuvantes en la
preparacién de la misma. Posteriormente se le realiza el
control por medio de las pruebas de esterilidad, inocuidad y

potencia.

Méatodo de empleo. Subcutanea o intramuscular a los 30 dias
de nacimiento W5 a 1 mld> y 1 ml a los adultos, lIa
inmunidad es desde los 7 dias hasta 6 meses; la conservacién
de la vacuna debe ser entre 2 a 8°C; en refrigeracién puede
durar B8 meses <2 - 4°G>, Yy 6 meses entre 10-20°¢.. Si wme
vacuna entre los 18, 24, 29 dias de preflez no se deben

5,16,23
observar cambios en la cria, ni en la madre™’ .

México desarrollé una vacuna experimental, cuyas pruebas
de 1inocuidad, potencial y conirol de calidad fueron del 100%,
sin embargo no se comercializéd, ya que se decidié utilizar un

programa de erradicacién®®.

. 3= Tratamiento

)

bebida al cursoe rapido y al agente de la enfermedad no se
ha encontrado un tratamiento directo para este

padecimi enhom.



T¥I=- HIPOTESIS

1= Fl estudio de cambios anatomopatolégicos, histopatolégicos
y ultramicroscépicos en los tejldos de conejos inoculados
experimentalmente con el agente de la "Enfermedad Hemorragica
Viral de los Conejor", permitiran establecer la secuencia
cronolédgica acorde con la evaluacidn clinica de la enfermedad

desde la infeccidn hasta su resolucidn.

2= Fn la EHVC, =se presentan camblos funcionales secuenciales
en higado y nrifén detectables por medto del estudios

hematicor, de enzimas séricas y del uroanilisis.

3= F} virus =se replica inicialmente en el sistema HnfAtico,
y de ahi re difunde hacia higado provocando necrosis y las
consecuentes hemorragias y congestién generalizada en el

resto del organismo.

30



IV-OBJETIVOS

1- OBJFTIVO PRINCIPAL

Conocer la patogenia y las alteraciones patolégicas que se
presentan en &érganos, tejidos y células de conejos inoculados
experimentalmente por via aerdgena con macerado de érganos de
animales muertos naturalmente por la "Enfermedad Hemorragica

Viral de los Conejos', surgida en México.

2= OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Describir e identificar la evolucidn de la enfermedad a
través del estudio de camblos secuenciales anatomopatolégicos
e histopat.oldgicos en los animales expuest.ox

experimentalmente al agente de la EHVC.

- Fvaluar los camblos secuenclales de los valores
hematoldgicos en los animales expuestos experimentalmente a

la EHVC.

= Establecer los valores séricos de enzimas hepaticas y
renalers a diferentes horas pos-inoculacién con el virus de la

FHVC.

- Identificar secuencialmente las lesiones

ultraestructurales.

31
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- Detectar por medio de la técnica de inmunoflucrescencia
antigeno viral a diferentes horas en los tejidos mas
afectados de conejos inoculados experimentalmente con el

agente de la EHVC.



V~ MATFRIAL Y METODOS

La fase experimental del trabajo se llevé a cabo en el
Laboratorio de AjJta Seguridad de la Comisién México-Estados
Unidos para la Prevencién de la Fiebre Aftosa y otras
Enfermedades FExéticas de los Animales < C.PAD, localizado
en Palo Alto, DF.,, donde =se realizé la técnica de
inmunofluorescencia. Los estudios de hematologia, quimica
sangui nea, histopatologia y microscopia electrénica se
desarrollaron en los Departamentos de Patologia y de
" Inmunologia y Virologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma

de México.

Se utilizaron 48 conejos adultos (mayores de 2 kilos) de
la raza Nueva Z.elanda, provenientes de la Granja Experimental
y Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de 1la UNAM., donde hasta el momento no se han detectado
serolégicamente CAs0s de la enfermedad. Los animales
estuvieron en observacién por una semana previa a la
inoculacién. Durante el periodo de adaptacién y a lo largo
del experimento recibieron la misma alilmentacién e igual

mane jo que el acostumbrado en la Granja.

33
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1.~ OBTENCION DEL INOCULO

El material a inocular se tomd de d&rganos de cone Jos
naturalmente infectados por la EHVC, procedentes de una
granja ubicada en la delegacién de Xoéhimilao. Las v{sceras
se maceraron utilizando suero fisiolégico y después se
centrifugaron a 4000 6 durante 30 minutos recuperando el
sobrenadante. La suspensidn se diluyé hasta obtener un titulo
de 1:100.000 en 5 l de acuerdo a la prueba de
hemoaglutinacién. A 1 ml de esta dilucién se le akadieron ¢
ml de una solucién amortiguada con pH 7.0 y =e fnoculd por

aerosol a los conejos (Técnica de la CP.AD.
2.~ DISENO EXPERIMENTAL

Se sacrificaron 2 conejos cada 3 horas: los dos primeros a
laxs  cero horas fueron los testigos; los animales que
sobrevivieron mas tiempo, gquedaron en observacién y fueron
racrificados a Jas 90 horas realizandoseles las mismas

pruebas que a los primeros.

Antes del sacrificic se observaron Jos signos c¢lf nicos, se
tomaron las constantes fisiolégicas (¢ temperatura, frecuencia
respiratoria y cardlaca 3, posteriormente =se sangraron
punaionando el corazén‘, se tomaron B ml de sengre en un tubo

de  ensayo sin  anticoagulante para el estudlc de quimica
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'sanguirruea vy 5 ml en un tubo de ensayo con heparina para

o aas
biometrfa hemitica seguin las técnicas de rutina

Después
se procedid al sacrificio usando el mét.odo de
desnucamient.o®’ %! , y se realizé la nscropsla regigtrando las

lesiones macroscépicas. Se tomaron las muestras para
histopatolog{a y microscopia electrdnica de acuerdo a la
técnica descrita por Weakleye‘. De la vejiga se extrajo orina
por puncién directa para medir la gravedad especifica, pH,
proteina, glucosa, cetonas, bilirrubina, =sangre, nitratos vy
urobilindgeno por el método de tiras reactivas Multistik

(Laboratorios Ames).

3.- PRUFBAS HEMATOLOGICAS Y DE QUIMICA SANGUINEA

Se reallzaron estudios de biometria hemitica incluyendo la
determinacién de hemoglobina, hematocrit.o, cuenta absoluta y
diferencial de leucocitos, cont.eo de eritrocitos y

determinacién de proteinas plasmiticas por log métodos de

rutina™’®. Dentro de las pruebas de quimica sanguinea e
estudiaron por el mét.odo fot.ométrico 1a
alanino-aspartosa-transferasa (A LT, antes a.0.7., la
alanin-sorbitol-transferasa CAS.TD, antes G.pP.T., los

niveles de vurea vy de bilim\ubina‘; al lgual que Ia

=
concentracién de creatinina en el auero

» MFRCOTEST. lL.aboratorios Merck.
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__4.- ESTUDIO_HISTOPATOLOGICO

Para el estudio histopatolégico de rutina, en cada uno de
los conejos sacrificados se tomaron secciones de encéfalo,
tonsilas, ganglios, pulmén, traquea, intestino, bazo, vejiga,
rifién, glandula adrenal e higado de 1 cms, los cuales fueron
fijados en formalina bufferada al 10% e incluldos en paratina
para realjzar cortes histolégicos de 6 um. de grosor vy
tefildos con hematoxilina-eosina ¢(H & E, para su observacisdn

1,54,56
con microscopio de juz ’ .

5.~ FSTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Para el estudio por microscopia electrénica, se tomaron
secclones de 2 mm° de los sigulentes tejidos: pulmén, bazo,
gangllo, tonsila, higado y timo, los cuales se fijaron en una
solucién de glutaraldehido al 3% en buffer de fosfato 041 M.
y pH 7.2 por 24 horas, posteriormente las muestraz fueron
lavadas en una solucién de 10%¥ de sacarosa y 10 gotas de
cloruro de calcio al 1% en 100 ml por 24 horas. Se reallizd
una fijacién en tetradxido de ommio al 1% a 4°¢. por 2 horas
y luego se colocaron en solucién lavadora por otras 24
horas; seguldo se deshidrataron con camblos sucesivos en
acetona de grados crecientes: 60, 70, 80, 90, 96 y 100%, cada
una de 10 minutos para posteriormente ser infiltrados en
resina-acetona 1:1 por una hora; luego resina-acetona 3:1 por

24 horar. los cortes gemifinos d(un pum.>) se evaluaron en
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microscopio de luz y las secciones ultrafinas <60 - 80 nmd
fueron cortadas en ultramicrétomo Barker-Blum MT-2 y teRidas
con acetato de uranilo y citrato de plomo, para sger evaluadas

en al microscopio electroénico de trasmisién ZEISS 9-2°¢.

6.- TFCNICA DFE INMUNOFLUORESCENCIA

Para el estudio de inmunofluorescencia se tomaron
fragmentos de higado, pulmédn, bazo y rifidn, los cusles fueran
congelados y enviados al laboratorio de la CPA. para 8su
evaluacitn; en el desarrollo de las pruebas se utilizd
conjugado de 4rganor de animales naturalmente muertos por la
EHVC., riguiendo el procedimiento de rutina empleado en el

Laboratorio de la C.P.A%°.
7.~ ANALISIS FSTADISTICO

La informacién se presenta mediante cuadros y graficas.
Para evaluar los cambjos a través del tiempo se utilizéd el
anallaja de regresidn para Jlas variables cuantitativas>® y

loe métodos deascritoms por Navarro®® para lar variables

hinarias.



VI~ RESULTADOS

1. - HEMATOLOGIA
1.4- GLOBULOS BLANCOS

Fn el recuento leucocitario se observéd una disminucién
estadi sticamente significativa (¢ < 005> en relacidén al
tiempo post-inoculacién, encontriandose una ieucopenia
moderada a horas avanzadas posteriores a la inoculacién; los
cone jos que sobrevivieron mis de 70 horas presentaron una

leucocitosis moderada (Figura 1).

Fl nimero de linfocitos mostré una estrecha relacién con
el numero de leucocitos. La linfopenia moderada, fue
altamente significativa ¢ < 001>, al compararse con el
tiempo de inoculacién. La leucopenia con linfopenia fue
constante a partir de las 42 horas de la infecclén Figura 1

y 33>,

El numero total de heterdfilos en banda se elevd a
partir de las 33 horas, este cambio fue altamente

significativo (P < 0.01) (Figura 2 y 33).

La cantidad de heterdfilos no mostré cambio
significativo <P > 0.05) durante el experimento, aunque en
los conejos después de 72 horas de inoculados se observd una

una leucocitosis con heterofilia moderada (Figura 2 y 33).

38
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LEUCOCITOS Y AL!NFOCITOS EN CONEJOS
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FIGURA 1. RECUENTO DE LINFOCITOS Y LEUCOCITOS EN

CONEJOS INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE
CON EL AGENTE DE LA EH.V.C,
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RECUENTO DE HETEROFILOS ENBANDA » ||

HETEROFILOS EN BANDA
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FIGURA 2. RECUENTO DE HETEROFILOS Y HETEROFILOS EN BANDA
EN CONEJOS INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE CON
EL AGENTE DE LA E.H.V.C.

NO SIGNIFICATIVO (P » 0.08)
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No se encontrd relacidén estadisticamente significativa

P > 005> del tiempo con el recuento plaquetaric en los

cone jos, aunque solo 9 animales mostraron valoras dentro de
2. 78

lor rangos normales ¢ 250000 a 850000 ~ mm >, log otros

estuvieron por debajo de estos (Figura 3).

l.og monocitos, basdfilos y eosindfilos, no mostraron
cambias significativos <P > 005>, lo mismo ocurrit con el
porcentaje de necrobiosis, el cual wsolo &e obgervd en

animales después de las 42 horas y en baja proporcidn.

1.2~ GLORULOS ROJOS

Fl recuento de eritrocitos, hematocrito, el volumen
corpuscular medio (VCM), la concentracidn de hemoglobina
corpuscular media <(CHCM) y la hemoglobina, no mastraron
ninguna relacién significativa con el tiempo <(Figura 4). En
casors alglados se ohservd basofilla difusa, crenocitos,

rouleaux, anisocitosis y cuerpos de Howell Jolly.

Los normoblastos presentaron un aumento significativo (P
<. 0.05), a partir de las 42 horas de infeccidn (Figura 4 y
33). La concentracién de protefnas plasmaticas y fibrindgeno

no mogtraron cambios significatives (Figura 3).
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FIGURA 3. RECUENTO DE TROMBOCITOS Y CONCENTRAGION
DE PROTEINAS PLASMATICAS Y FIBRINOGENO EN
CONEJOS INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE CON
EL AGENTE DE LA E.H.V.C.
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FIGURA 4. RECUENTO DE GLOBULOS ROJOS, HEMATOCRITO, NORMOBLASTOS
Y CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA EN CONEJOS INOCULADOS
EXPERIMENTALMENTE CON EL AGENTE DE LA EH.V.C.
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2~ QUIMICA SANGUINEA

l.os valores de quimica sanguinea mostraron elevaciones
altamente significativas P < 0.01), tanto en ia
concentracién plasmitica de urea como de creatinina, a partir
de las 30 horas de inoculacidn, estos incrementos fueron
superiores a 25 U/l y 20 mgr/dl respectivamente (Figura 5 y

33>,

Con relacidn a las bilirrubinas, solamente la directa
presentd un incremento significativo (P < 0.05), a partir de
las 36 horas post-inoculacién con niveles s=superfores de 015
meg/dl; la bilirrubina indirecta no mostrd cambio
significative (P > 005, aunque se observéd una tendencia a
elevarse a mas de 050 mg./dl después de laa 48 horas (Figura

5 vy 83

Las transaminasas alanino-aspartosa transferasa <AL,
alanino -sorbitol-transferasa CAST), y la fosfatasa alcalina
mostraron un aumento altamente significativo (P < 001> a

partir de las 45 horas (figura 6.
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FIGURA 5. CONCENTRACION DE BILIRRUBINA DIRECTA
E INDIRECTA, UREA Y CREATININA EN CONEJOS
INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE CON EL
AGENTE DE LA EH.V.C.
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ALCALINA EN CONEJOS INOCULADOS

EXPERIMENTALMENTE CON EL AGENTE DE
LA EH.V.C.
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3. UROANALISIS

l.os resultados mostraron cambios significatives (P <
005>, en Ja gravedad especifica, el pH, la presencia de
sangre, protefnas y urobilindgeno con relacién al tiempo
posinoculacién; la preasenclila de sangre fue permanente

desde las 30 horas (Figura 7).

La presencia de bilirrubina en orina no mostré cambios

importantes (P > 0.05) en el uroanilisis.

4~ SIGNOS CLINICOS

L.os signos clinicos mis importantes fueron depresidén y
postracién P < 0.01), presentindose en forma conatante vy
moderada desde ia 6 horas y severo a partir de las 36 horas
de Infeccién (Figura 8 y 32). La Disnea (P < 0.01), tuvo
variaciones de ligera a gfevera en las primeras horas, a las
33 horas fue revera en forma conztante (Figura 8 y 32>. Hubo
diarrea (P < 001> desde Jag 36 horas como  heces
semi-liquidas y a las 51 horas se observéd diarrea severa con
evacuacién liquida (Figura 8 y 32). La distencidn abdomlnnll
P < 0.05) se manifest.d en forma variable desde las 30 horas,
predominando la forma moderada (Figura 8 y 32). La secresién
nasal sanguinolenta (P < 001> se observé en forma severa a
partir de Jlas 51 horas y en Jos animales que murieron

espontaneamente durante el experimento a las 35, 47 y 87
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FIGURA 7. RESULTADO DE UROANALISIS EN CONEJOS INOCULADOS
EXPERIMENTALMENTE CON EL AGENTE DE LA E.H.V.C.
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horas posinfeccidn C(Figura 9 y 327; algunos cone jos
prerentaron estornudos (P < 001> a partir de las 33 horas,
siendo un rigno constante y severo desde las 51 horas (Figura
9 y 32). Fl opistétono (P < 0.05), se ol:.»servé despuds de las

47 horas, siendo siempre de forma severa (Figura 9 y 32).

No &e observ4d signologia nerviosa, ni sge registraron
chillidos. Se presentd muerte subita en dos conejos a las 358,
47 y 87 horas post-inoculacién y los 2 animales a las 90

horas se encontraban en fase agdnica.
8. = CONSTANTES FISTIOLOGICAS

No se encontré relacién significativa (P > 0.05) entre la
frecuencia cardiaca, respiratoria y la temperatura rectal con
el tiempo de inoculacién; la tendencia de los dos primeros
fue de dieminucién; a su vez la curva de temperatura mostrd
dog picos de hipertermia a lags 18 y 42 horas post-infecaidn

CF!éura 100.
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TEMPERATURA:
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FIGURA 10. CURVA DE TEMPERATURA EN CONEJOS INOGULDOS
EXPERIMENTALMENTE CON EL AGENTE DE LA EH.V.C,
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T 6. SLESTONFS ANATOMOPATOLOGICAS

64.~ LESTONES MACROSCOPICAS

61.1.Aparato respiratorio. Se observéd lHgera cantidad de
sangre y espuma en triaquea (P < 0.05), desde las 12 horas, a
Jag 48 horas la cantidad fue moderada, y severa desde las 51
horas post-inoculacién (Figura 11 y 34). La congestién vy
hemorragias en traquea (P < 0.05)> se presentd en forma ligera
y moderada desde las 12 horas (Figura 11 y 34)>. La congestitn
y hemorragias pulmonares P < 0.01> se encontraron en forma‘
lgera y constante desde las 48 horas, siendo un hallazgo
Revero e importante en los animales que murieron
repentinamente durante el experimento a las 35, 47 y 87 horas
CFigura 11 y 34), el tipo de hemorragla que se presentd fue
petequial. Se observaron lesiones supurativas en los pulmones
de 3 animales que levaban mis de tres dias de inoculados

como fue en los conejos de 87 y 90 horas.

614.2- Digestivo. Las lesiones mas importantes de acuerdo a
las horas posinoculacién fueron: palidez hepatica (P < 0013,
se pregentd en forma variable desde las 9 horas, con
reveridad desde las 51 horas (Figura 12); la friabilidad P <
0.01), en este drgano fue ligera a las 36 y de moderada a
severa a partir de lar 42 horas (F‘iguia 12 y 34> Ia
hepatomegalia (P < 0.01), fue un hallazgo frecuente desde las

30 horas, con presentacién severa desde las 48 horas y en los



54
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animales que murieron espontineamente durante el experimento

(Figura 12 y 34D,

L.os problemas vasculares hapaiticos coma la congestion (P <
0.01>, se observaron a las primeras horas de infeccién,
siendo ligero a las 6 horas, moderada a las 9 y severa a
partir de las 33 (Figura 12 y 84). Unicamente los conejos que
Hevaban mis de 72 horas inoculados, mostraron ictericia (P <

0.05) en forma severa (Figura 13 y 34).

La distencidn cecal por gas (P < 0.01) se aprecié en forma
fevera desde las 30 boras (Figura 13>; la congestidén y
hemorragias en serosa intestinal (P < 0.05) se manifestaron
de forma constante a partir de las 47 horas, siendo severa en
los animales que murieron repentinamente durante el
experimento (Figura 13). lL.a distencién estomacal (P < 0.01>
fue una observacién frecuente desde las 27 horas con

variacién entre moderada y severa (Figura 13).

Otros hallazgos que vardaron con el tiempo en forma
altamente significativos (P < 001> fueron la congestidén
renal que empezé desde las 9 horas en forma ligera ,
observandose entre moderada y severa a partir de las 36 horas
(Figura 14 y B34); y la esplecnomegalia, siendo severa desde
las 36 horas en adelante (Figura 14 y 34)>. Se observé
adenomegalia en ganglios linfaticos (P < 0.05), presentindose

en forma moderada desde las 45 horas post-inoculacién. La .
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rongestién ligera de timo y meninges se presentd solo en
animales que murieron repentinamente =sin presentar una

variacidn estadistica significativa con el tiempodlP > 0.05).

6.2~ LFSIONES MICROSCOPICGAS

6.21. Organos linfoides. Inicialmente en gangllos y bazo se
aprecié hiperplasia linfoide ¢ <« 0.05.), siendo un hallazgo
comun entre lar 6 y 9 horas de forma ligera a wmoderada, y
solo en un conejo se presentd esta lesidén a las 45 horas. La
deplecidn linfolde (P < 0.055 se observd desde las 12 horas
en forma variable, slendo severa y continua desde las 45
horas <(Figura 16 y 34>, las hemorraglias (¢ > 0.05), se
ohservaron desde las 12 horas, con cambios variables de
lHgerro a severo en el rvesto del tiempo sin tener una
t.endencia especifica. La linfonecrosis (P > 0.053, se observéd
en forma Jigera y moderada entre las 9 y 30 horas

post-inoculacién (Figura 22 y 34).

6.2.2- Aparato digestivo. El1 higado fue el &rganc que
manifestéd camblos mas significativos (P < 0.01), =iendo lo=
mag importantes la necrosis hepatica, 1a cual fue
inicialmente focal entre las 12 y 18 horas; desde Jlas 51
horas se observé una franca necrosis difusa, misma que se
encontréd en Jos animales que murieron espontaneamente (Figura
15, 17 y 34). lLa congestién hepitica (P < 0.01), se presentd

en forma lgera a las 9 horas y moderada a las 66 (Figura
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15). Se observaron otras lesiones menos significativas P >

0.05%, como fueron tumefaccidn, acumul os de pigment.o
hemAtico.
Asi mismo se observaron lesiones como infiltrado

linfocitario periportal y presencia de parasitosis (Eimerta
stidaed en diferentes estados, lesiones que tuvieron

variacién en su forma de presentacién

A nivel intestinal no se encontraron cambios
significativos (P > 0.05), aunque en la mayoria de los casos

aislados me ohservaron parasitos del género Eimeria spp.

623~ Aparato respiratorio. Los Arganos mas afectados
fueron traquea y pulmdn (P < 001> La congestidn y
hemorragi as en traquesa, se presentaron en forma ligera a las
12 horar y moderada desde las 72 (Figura 15). La congestién a
nivel pulmonar fue en forma lMgera y moderada a partir de las
12 horas, la forma severa solo se presentd en los conejos de
mAs de 72 horas y en log que murieron espontineamente en el
t.ranscurso del experimento (Figura 16)>. La trombosis pulmonar
resultd ser otra lesién muy significativa a partir de las 51
horas donde se encontr$ trombosis ligera, la forma severa se
encontrd en conejos que murieron espontineamente durante el

experimento (Figura 16, 18, 19 y 34).

En JorR animales agdnicos de 90 horas de infeccidn se
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apreciaron discretas zonas de bronconeumonia, sin ser una
lesién importante durante el experimento. El edema pulmonar,
unicamente =se presentd en forma ligera y moderada a

diferentes horas y en casos aislados.

624 Aparato urinario. Las lesiones microscépicas mas
significativars en rifén fueron nefrosis (P < 0.08), que fue
lHgera desde las 15 horas y moderada a partir de las 42, sin
observarse la forma severa (Figura 15 y 34). Otros hallazgos
menos significativos (P > 005> fueron congestién glomerular,
cuya forma severa se observé unicamente en un conejo a las 87
horas de iInfeccién, en algunos casos la congesatidn estaba
acompafiada de trombosis (Figura 20, 21 y 34>. La nefritis

intersticial se observéd en forma variable en casos ailslados.

En la glandula adrenal se observaron hemorragias, ligera
en un animal a las 87 horas y moderada en otro a las 51 horas

post-inoculacién.
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FIGURA 18. Pulmdn de conejo 56 hs. post-inoculacidn.
Obsérvese el inicio de la formacién de un
trombo, el aclimuly de fibrina y célulae
blancaa. (FLECHAS) 75.6 X

FIOURA 1P, pulmdn deo conejo que murid espontfineamente  durante
@l  experimento 95  hs. despuéds de ta inoculacibn
con el agente de la EHVG. Presoncia de milltiples

Lrombos en vasoa pulmonares. (FLECHAS) 98. 4X.



FIQURA 20 mifién  de conejo a? hs. post-inoculacidn. Marcada
congestidn glomerular. 245, 76X

FIQURA 24, RifIOn de conejo 58 he. Poat-inoculacidn, Trombogia
en capilores glomerulares. 807, 2X
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FIOURA 22, Necroais tinfoide on bazo de conejo inoculado 15
he. antes c¢con el agente de Lo  EHVCG. Obsérvase
cariorrexis (FLECHAS)., <480X.
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7.~ INMUNOFLUORESCENCI A

Madiante la técnica de i{nmunofluorescencia se agomenzd a
observar fluorescencia en células aisiadas distribuidas en el
tejido (+) desde las ¢ horas en higado y rifiédn, mientras en
bazo habfan focos (++) y en pulmén el tejido era fluorescente
en forma difusa C(++). El &rgano con mis camblos fue el
higado obgervéndose un cambilo secuencial constante a las 15
horas encontrandose grupos de células fluoreacentes (> y
desde laz 24 horas se observd tejido fluorescente (4#4+4)
(Cuadro 1 y 35>. El bazo mostré igual variacién, aunque el
tejido fluorescente (+++> fue desde las 33 horas (Cuadro 1 vy
353. Fl pulmén y el rifkén tuvieron cambios variables sin

mostrar una tendencia especifica (Cuadros 1 y 35).



CUADRO |
RESULTADOS DE INMUNOFLUORESCENCIA EN ORGANOS
DE CONEJOS INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE CON
EL AGENTE DE LA EH.V.C,
HORAS
0 3 & 9 12 18 1& 21 24 27 30 33

ORGANOS

HIGADO |2/2* 2/2 2/2 W1 272 /2 /2 W2 V2 VW2 272 /2
G G () () ) ) () () (re) (%) (40) (o)
/2 7a i/2 V2 172
(++) (e4) (+e2) (444) (ree)
BAXO 2/2 272 /2 Wl 2/2 W2 272 2 V2 w2 T /2
) G ) A (D () () () ()
i72 172
(++) {++)
PULMON (272 2/2 2/2 V2 2/2 2/2 2/2 V2 272 /72 2/2 W2
- ) O (44) (+4) (3+) (%) (+) (+¢) (+*) (+%) (%)
172 172 172
(++4) {+4e) (+ee)
RINON 2/2 2/2 271 2/2 1\ /2 272 272 /2 /3 272 V2
) ) ) ) G () () () (D) () ) W)
172 1/2 1/2
(++)  (+¥) (s+)

* NUMERO DE AMIMALES POR CADA RESULTADO

+ IF. EN CELULAS AISLADAS DISTRIBUIDAS EN EL TEJIDO

¢+ FOCOS O GRUPOS DE CELULAS INMUNOFLUQRESCENTES
o TESIDO FLUORESCENTE

»+ EN : DE 28 HORAS SIEMPRE FUE TEJIDG FLUQRESCEMNTE (+v+
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8. - MTCROSCOPTA ELECTRONICA

los J&rganos tomados para el estudio de microscopia
electrénica fueron bazo, rifién, pulmén, higado, tonsila, timo
y e¢anglio, de los cuales tnicamente se lJe realizé estudio al
higado, dejanda los otros dérganos paxva. egtudios posteriores.
‘Da lan muestras de higado se trabajaron las de los testigos <
O horas > y Ilas de conejor de 3, 9 y 18 horas de infeccién
mga uno de lom conejos que murid espontineamente durante el

experimento despuén de 35 horas de haber sido inoculado.

8,1 Testigos

Se trabajé con animalea de ¢ po, no SPF, de tal forma
qye la evaluacién de los contes semifinos y finos permitié
ceqracterizar con pregicién la arquitectura del parénquima

hepAtico asf como la morfologia de log componentes nucleares

y citoplasmicos de log hepatocitos.

Inicialmente =me observé a la capsula de Glisson, tapizada
eyternamente por células mesotellalea aplanadas con algunas
microvelloaidades en Ila superficle apical. Por debajo del
mesotelio hubo presencia de hacer de coligena con orientaciédn

diversa y en cantidad variable (Figura 23).

Subyacente A la coligena Jlos sinusoides se observaron

comt.a.numnu amplios, dispuestos en sentido paralelo al
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mesotelio, los cualee a medida que se alejan de la capsuia de
Glisson, reducen Ja luz y diversifican su direccién entre los
cordones hapAticos hasta drenar directamente en la juz de la
vena hepAtica. Dentro de los sinusoides se observaron
epftrocitos, cédlulas de la serie blanca y algunas plaguetas.
l.or cordoners hepaticos sin ningin cambioc significative, entre
ellos la formacién de canaliculos billares que en dsta
especie animal son discretamente dilatados y los cuales no
most.raban material en su interior, ni modificacién alguna de

la ruperficie microvellosa de los mismos.

El espacio de Disse nu mostrd ningun cambio importante, se
identificé un espacio estrecho y mpio con
mlcrovéllost}dades, formada a expensas de ia superficie
celular de los hepatocitos colindantes con dicho espacio
CFigura 23). Interpuesto entre el espacio de Disse y la luz
sinusoidal se observéd un endotelio adelgazado con fenestras
algunas de ellas muy ablertas y macrédfagos caracterizados por
tipicos granulos intracitoplasmaticos; la mayoria de
macréragos se encontraron Mbres en la luz ainusoidal, y
otros formando parte de la pared sinusoidal <(células de

Kupffer).

Se reconocieron a las células de Ito, llamadas tambiédn’
célularn almacenadoras de vitamina A, localizadas a manera de
cufla en el parénquima hepitico y slempre adyacentes a un

sinusoide. Citoplasmicamente contienen numerosas vacuolas de
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grasa.

lL.os hepatbc!bns mostraron abundante glucdgens en forma de
parts culas a Y dicreta cant.idad de pigment.o
int.racitoplasmatico {Figura 23); abundante ergastoplasma
localizado perinuclearmente (figura 24), un reticulo liso
poco desarrollado, numerosas mitocondrias y espacios

intercelulares exzt.rechos (Figura 23).

El nicleo presentd buena configuracién de la cromatina, de
lor  grinulos pericromatinicos y los intercromatinicos vy

del nucléolo (figura 247

A. 2. 3 horas post=inoculacidn

No =e observaron cambios importantes comparados con los
testigos. A excepcidén de las mitocondrias que presentaron una
marcada densidad de la matriz mitocondrial que imprimen un

aspecto de "tincidn negativa" (Figuras 25 y 26D.

. 3. 9 horas post-inocutacién.

Enclavados en el parénquima hepaitico normal se observaron
pequefias zZonas con desarreglo de los cordones hepiticos, no
perceptibles bajo el microscopic de 1luz. Los hepatocitos de
dstas zonas desorganizadas mostraron un citoplasma mas
granular que el observado en los controles, con mitocondrias
hinchadas, diferentes tamafios, y en buen nimero de ellas las
arestars mitocondriales mostraron figuras helicoidales (Figura

27 y 3853
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R. 4. 18 horas post=inoculacién.

Fn Jos corte semifinos se observé incremento de la
colAgena, subcapsular, formando en algunas Zonas Areas de
aspecto fibroso. El  hepatocito muestra mayor lesién
intracitoplasmica, el ergastoplasma perinuclear perdié la
t.ipica basofila y se muestra de aspecto hialino. Los ntcleos
tienen nucléolos grandes inténsamente tefildos, algunos con
marginacién de la cromatina, que sugirid a este nivel. de
corte semifino, cuerpos de inclusién que en los cortes finos
observados al microscopie electrédnico no se documentaron como
tales, Se observéd zonas de necrosis con aumento de células de

la serie blanca.

Fn los corte finos se encontré perdida de la organizacién
de log cordones hepiticos; numerosos sinusoides estaban
dilatados, congestionados, con material de aspect.o
proteiniAcec en su luz y en mucho de ellos se observaron
amplias  extensiones de perdida de 1la pared endotelial del
egpacio de Disse y de las microvellosidades (Figura 28)>. En
el citoplasma de los hepatocitos se presentaron Areas
irregulares vacias; las mitocondria’r con matriz anormalmente
denga 'y pgrdida del paralelismo de las cisternaz del retficulo
endoplasmico, con fragmentacién de las mismas. Los conductos
billares gre observaron ligeramente dilatados =sin alteracién

de sus comple jos de unién.
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Fp algunos nlcleos que se conservaron dentro de limites
noimales con la cisterna perinuciear, poros nucleares,
nurléolo, cromatina tanto periférica como en iglotes se
observaron suspendidos en el jugo nuclear estructuras
anilladas diferentes a los granulos pericromatinicos e
intercromiticos, el diAmetro de dichas estructuras midi&
entre 22 y 28 nm., observindose aisladas y en pequefios grupos

formando cortas cadenas (Figura 29 y 35),

8.5 35 horas post=-inoculacién., Conejo muerto espontineamente

durante el experimento.

l.or cortes semifincs revelaron sinusocldes severamente
dilatados con células de la serie blanca en su luz. El
citoplasma de los hepatocitos mortréd severa wvacuolizacidn e
intranuclearmente presentaron densas condensacjones
bipercromat.icas compatibles con cuerpos de Iinclusién, mismos
que fueron corrohorados en Jos cortes Tinos (Figuras 30,

31 y 35O,

Las observaciones en el microscopio electrénico
documentaron: sinusoides dilatados, con numerogas célulag
#ranulares tanto en la luz como localizadas alrededor de los
vagos <(Figura 30). Los hepatocitos perisinusoidales plerden
gus limites celulares gin identificar las microvellosidades,
espacios de Disse y solo en escasas zonas se conserva
endotelio (Figura 30>, FEl 80X de los hepatocitos presentaron

vacuolizacién  intracitoplismica importante; la mayoria de
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estas vacuolas presentaron membrana J{grasa)d, otras vacuolas
estAn originadas por diletacién de las cisternas del reticulo
rugoso y en una minoria de vacuolas no se pudo determinar su
origen. Existen zonas de parénquima en donde es diffcil de
obgrervar hepatocitos con citoplasma funcional debido a la
perdida de organelos y la bhialinizacidén del mismo <(Figura

303.



FIQURA 23,

ASPECTO NORMAL DE HEPATOCITO DE UN CONEJO TESTIOGO.
SE CARACTERIZA FOR PRESENTAR CONDUCTOS
INTERCITOPLASMATICOS {18} Y COMPLEJOS DE UNION
NORMALFS (CU), LOS CANALICULOS BILIARES DENTRO DE
LIMITES NORMALES (cB), N= NUCLEO g= GLUCOGENO m=
MITOCONDRIAS ED= ESPACIO DE DISSE. 4,208 X.



FIQURA 24. CARACTERIZACION DEL NUCLEO DE HEPATOCITO DE CONEJO

TRETIAO. SR OBSERVA EL ARREGLO CROMATINICO DEL
NUCLEOLO (NL). GRANULOS INTFERCROMATINICOS (aiy.
ARANULOR PERIUPOMATINICOS ap). POROS NUCLEARES
(Pr), CISTKRNA PFRINUCLEAR (Cp). MITOCONDRIAS (m).

15,714 X.
Lo o

r XY . :

FIQURA 25. PARTE DFEI. CITOPLASMA DF UN HEPATOCITO QUE MUESTRA
UN NUCLFO NORMAL. HETFROCROMATINA ASOCTADA A LA
PFRIFERIA INTERCITOPLASMATICA FOR POROS NUGLEARES
(PN).  GRANULOS  INTERCROMATINICGOS, CISTERNA
PERINUCLEAR  (GP), RETICULO  ENDOPLASMICO  RUGORO
(RER), ZONAS DF. RETICULO ENDOPILASMICO LIRO (REL) Y
ABUNDANTES ESTRIAS (3 DR OLUCOGRNO EN ROSETA (0.
CONEJO INFEGTADO 3 HORAE ANTES. 8,750 X.



A 2. PLACAS DE HEPATQCITOS DE CONEJO CON 3 HORAR
PORT-INFECCION CON CARACTERIEBTICAS NORMALES .
NOTESF LOE AKINUSOIDES (8§) EN B8U LUZ UNA CELULA
DE  KUPFFFR (K), EL RSPACIO DF DISSFE (KD CON SsUs
FENFSTRACIONES Y £U PARFD VASCULAR. UN SINUSOIDE
DONDF &R ORSERVAN ALAQUNOS GLORUL.O8 ROJOE {grs.
CONDUCTOS BILIARFE (cb) ¥ LOS MNMUCLFOS (N). 4,001%.

ESTA TESIS NGB oFer
SR BE LA Eidugrich



FIQURA 27. DETALLE DE CRESTAS MITOCONDRIALESR CON ARREQJLOS
LAMINARES (FLECHAS). CONEJO DE 1] HORAS bE
INFECCYON, N= NUCLEO, RER= RETICULO ENDOPLASMICO

RUGOSO. 27,420 X.



FIQURA 28,

FIGURA 29.

TV AT ain

by

RE OBSERVA CELULA ITO (CL) CON DILATACION DEL
RETICULO FNDOPLASMICO RUGOSO (FLECHA). LOS
SINUSOINER PRESENTAN ABUNDANTE MATERIAL PROTEINACEO
EN SU LUZ (8 Y EF OBSFRVA PERDIDA DE LA PARED
VASCUILAR. CONFJO DE 18 HORAS DF INFECCION. 5,440

DFETALLE DFL NUCELO DE UN HEPATOCITO DE CONEJO CON
18 HORAS PORT-INFECCION. NOTESE ALAQUNAS ESFERAS
INTRANUCIEAREE VACIAS CORRESPONDIENTE A PARTICULAS
VIRALFS. 6950600 X



FIGURA 30,

PANORAMICA DEL TFRJIDO HEPATICO DE CONEJO MUERTO A
1LLAR 35 HORAS, POST-INOCULO CON FL AGENTE DE LA
ENFFRMEDAD HEMORRAGICA VIRAL DF  LOS CONEJOS. EL
HEPATOCITO MUESTRA VACUOLIZACION INTRACITOPLASMICA
POR FETEATOSJISE Y LA PRESENCIA DF DOS CUERPFOS nNE
INCLURION INTRANUCLFEARES ({3 ¢} (FLECHA TRUESA). "R
QOBREFRVAN ZONAS DF  DEPLECION DNDE O1L.UCOAENO. eN LA
LUZ DnNKI. SINUSOIDFE S£FE OBSKRVAN NO& CELULAS DE LA
LA LINEA BLANCGA (FLECHA DELGADA) Y APBUNDANTE
MATERIAL BPROTEINICO POR pANo nE LA PARED DEL
SINUSOINDE. 4583 X.



FIOURA 8f.

HFEPATOCITO DE CONEJO MUERTO ESPONTANEAMENTE A LAS
9% HORASR POST-INOCULO CON EL AGENTE DE LA EHVC. SE
DETALI.A LA ALTERACION NUCLEAR (N ¥ SE HA PERDIDO
I.A CISTERNA PERINUCLEAR, Y SE OBSERVA LA PRESENCIA
DE UN CUFRPO DF INCLUESION (CD. EN EL CITOPLASMA
SF. ORASERVAN MODERADAS AOTAS LIPIDICAS,
DILATACION DEL RETICULO ENDOPLASMICO RUJOSO (RER).
14,057 %,
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l.as figuras de la 32 a Ja 35, nos muestran un resumen
global de los signos clinicos, reguitados hematolégicos y de
quimica sangufnea, laz lesiones macro y microscédpicag; y loas
resultados de inmunofluorescencia y microscopia electrénica
mas gignificativos durante el desarrollo del presente
‘t.r-aba_jo, agociadas a lag horas post-inoculacién y la grafica

de temperatura.
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SIGNOS CLINICOS
GRADOS CENTIGRADOS
45 ¢
DISTENCION ABDOMIRAL SECRESION NASAL
SANGUINOLENTA
DEPRESION Y SEVERA
a3l POSTRACION ESTORNUDOS
DISNEA
LEVE DIARREA l
41 ,
39
OPISTOTONOS
a7k DISNEA SEVERA
35|J_/IIIIIIIIII/|II/IIIIL
0 3 6 9 121618 212427303336394245485616072
HORAS
EH.V.C.
IR TEMPERATURA -«
* NO SIGNIFICATIVO {P > 0.05)

FIGURA 32, PRINCIPALES SIGNOS CLINICOS EN CONEJOS
INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE CON EL

AGENTE DE LA ENFERMEDAD HEMORRAGICA
VIRAL DE LOS CONEJOS (EH.V.C.)
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HEMATOLOGIA

GRADOS CENTIGRADOS

QUIMICA SANGUINEA

GRADOS CENTIGRADOS

45
LEUCOPENIA
s LINFOPENIA sal | BIL. DIRECTA
{ BIL.INDIRECTA
- 41+
l 39}
NORMOBLASTOS LEUCOCITOSIS| UREA ALT
T HETEROFILIA 87 r CREATININA
AST
NN D DD 00000000 ANA0 000070, slxxLllJl_AlzL‘_IlelJ
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HORAS HORAS
EH.V.C. EHV.C.

B TEMPERATURA «

* NO SIGNIFICATIVO {P » 0.05)

B TEMPERATURA «

* NO SIGNIFICATIVO (P » 0.05}

FIGURA 23, RESUMEN DE LOS PRINCIPALES RESULTADOS DE HEMATOLOGIA
Y QUIMICA SANGUINEA.

S8
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LESIONES MACROSCOPICAS

GRADOS CENTIGRADOS

EN TRAQUEA LIG.

CONOESTION Y E8PLECHOMEGALIA
43} HEMORRAGIAB
PULMONARES
Yson AR ICTERICIA
LIGERA

ot ]

€8PUMA Y BANORE FRIABILIDAD
HEPAT

EBPUMA Y BAKORE
TRAQUEA SEVERA]
CONGEBTION
37kl HEPATICA HEPATGMEGALIA
Y RENAL

VLR S S W ST Y WS A W S AW

8
0 3 0 9121818 21242730333830424648810072

HORAS

EHV.C.
B TEMPERATURA +

* NO SIGHIFICATIVO (P + 0.05)

LESIONES MICROSCOPICAS

GRADOB CENTIORADOS

48
HKECROBIS HEPATICA
HIPERPLASIA DiFuea
LINFOIDE TROMBOVSI;E:‘U;:ONAR
437
LINFONECROR18
41}
v
371 DEPLESION LINFOIDE
HECROBIS HEPATICA
FOCAL
WSS WL S S L W 50 o W
03 & 9121818 21842730333030424548 618072
HORAS
EHV.C

M TEMPERATURA «

* HO SIGHIFICATIVO (P 1 0 05)

"FIGURA 34. PRINCIPALES LESIONES MACRO Y MICROSCOPICAS
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INMUNOFLUORESGENCIA Y MICROSCOPIA
ELECTRONICA

GRADOS CENTIGRADOS

48 DANO
MITOCONDRIAL
PARTICULAS
HIGADO (¥} VIRALES
43 BAZO {HEPATOCITQ)
l HIGADO (+++)
“ \/\ l
39 -
BAZO (+++4}
HIGADO (++)
37 BAZO
35 ] il ] 1 b 2 ) (VAR 1 1 1 i ] 1 1 1 1 [
0 3 6 9 12 156 18 2124273033 3639424548 516072
HORAS
EH.V.C.

M TEMPERATURA +

* NO SIGNIFICATIVO (P > 0.05)

FIGURA 35, RESULTADOS DE INMUNOFLUORESCENCIA Y
MICROSCOPIA ELECTRONICA



VII=DISCUSION

Se ha estudiado poco la patogenia de la Enfermedad
Hemorragica Viral de los Conejos, debido principaimente al
curso de presentacién agudo y a la muerte subita que se
observa en algunos casos, sin una signologia especifica. En
el presente trabajo se intentaron establecer algunos puntos
importantes sobre la gecuencia de alteraciones pataolédgicas
por medio de estudios hematoldgicos, de quimica sanguinea,
signologia, estudios anat.omopatolégicos, inmunofluorescencia
y microscopia electrédnica en conejos inoculados por via
aerédgena con macerado A8 organos de animales infectados con

la EHV.C.

Los cambios hematolégicos mostraron una leucopenia y
linfopenia, estos se observaron a partir de las 42 horas de
infeccién en forma constante; debido a que el virus se
replica en células Hnfoldes, utilizande la velocidad de
sintesig de DNA y RNA principalmente de blastos y cédlulas
madres, produciendo linfonecrosis seme jante a la observada en
sdrganos linfoldes como bazo, ganglio y timo, lo que hace
diaminuir la produccién de célulasg lint‘oidesa, llevando a los
cambios antes anotados. Estos también han sido informados por
otros aubol‘-esio'zo'“.

En la biometria hemitica ge observd leucocitosis con
heterofila entre las 72 y 90 horas de inoculacién, mostrando

linfocitos dentro del range normal bajo, esto es debido a una

88
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[Ainfeccién secundaria asoclada  a agentes plégenos como
Pasteurella spp., este agente se encuentra normalmente y en
forma latente en la cavidad nagal de loag cona_jose’, pero on
circunstancias de estrss o inmunosuprasisn pueden convertirse
en agentes patédgenos, en este caso, asoclidndose a la
leucopenia y linfopenia ohservada. Lo anterior explica la
asoaciacién de la Pasteurella spp. y otros agentes pidgenos

con la enfermedad como los describen Ciprian y co1 '8

Fl asumento significative de los heterdfilos en banda
demuestra una desviacién hacia la izquierda por granulocttos
inmaduros en sangre periférica, lo que indica una respuesta
pormal de la médula dmea a infecciones bacterianas'. Algunos
cone jog mostraron heterofilia con easinofilia, debido

posiblemente a eatrés en el momento de tomar la muestra’.

Los tromhocitos o plaguetas no mostraron cambios
egtadf sticamente significativos, sin embargo la mayoria de
los animales present.aron durante el experiment.o una
trombocitopenia ligera, que amoctan algunos autores™? &
egplecnomegalia, la cual se observéd en los conejos desde las
9 horas y a la hiperagregacidn plagquetaria observada en la
coagulacién intravascular diseminada <CID), otros también la
sefialan por perdida de trombocitos en senghadose. Los conejos
entre las 72 v 90 horas de infectados, mostraron

trombocitosis, por estimulacidn plaquetaria asoclada

probablement.e a la necrosis  hepatica que provoca la
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liberacién de gran cantidad de tromboplastina hlsulara.

l.os eosindfilos no mostraron cambio significative a
pesar de que la mayoria de los conejos incluyendo los
testigos presentaron evidencia de infeccién leve por
coccidias del género Eimeria spp. a nivel intestinal, con lo
que se podria explicar la diarrea desde las 36 horas de

infeccién en la mayoria de los animales.

No se observéd ninguna relacién entre los eritrocitos,
hemat.ocrito, volumen corpuscular medio <(VCM), concentracién
de hemoglobina corpuscular CCHCM) y la hemoglobina, con
relacién a Jar horas post-inoculacién. Los normoblastos
t.uvieron un aument.o eignificativo en horas avanzadas,
indicAndonos la respuest.a medular. Algunos animales
presentaron en forma individual ligera anisocitosis,
formacién de rouleaux y cuerpos de Howell Jolly, cambios que

sugleren un problema de anemia®’®.

Las proteinas plasmaticas no tuvieron cambios
importantes con relacién al tiempo de inoculacién, solo en
casos alslados se observé un ligero aumento atribuible a

deshidratacién ligera en animales postrados y deprimidos.

Debe mencionarse que loa conejos testigo, se mantuvieron
dentro de los paridmetros normales hemiticos descritos por

Benirschke y col” y Zantena® .

l.a tUrea y la creatinina los cuales son componentes
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nit.rogenados de la orina, son los indicadorea mas Importantes
de la intensidad de filtracién glomerular. La uUrea se forma
en el higado a partir del amoniaco Iliberado por Ila
desaminacién de aminoacidos, siendo en esta forma en la que
se elimina la mayor parte del nitrégeno, la Grea es resorbida
activa y pasivamente al cruzar por el‘ tubulo, esta cantidad
depende de la iIntensidad del flujo sanguineo, que cuando es
lento puede ser resorbido hasta el 90% y sus nlveles en
plasma aumentan; si el flujo es rapldo entonces =se resorbe el
30%, disminuyendo en el plasma“. La creatinina es un
metaholito formado de la creatina, esta pasa por el filtrado
glomerular y ers secretada por los tubulos''. En el preasente
trabajo se observé un aumento significative en eastos dos
metabolitos, incremento que se hizo manifiesto a partir de
las 30 horas, lo que indica una alteracién en el
funcionamiento renal. En cuanto a uUrea =e esperaria una
disminucién debido al dako hepatico, pero al no haber
filtracién a nivel glomerular se retlene lo poco que esti
slendo metabolizado por el higado, y se refleja como un
aumento sérjco. Esta alteracidén renal fue corroborada con el
estudio anatomopatolégico donde =e observa en rifién una
alteracién vascular aguda importante desde las ¢ horas con
trombogsis en los animales que murieron espontineamente

durante el experimento.

Fn otros estudlos de qulimica sanguinea se determiparon

loks niveles de bilirrubinas tanto directa como indirecta,
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Vsierndcra erl' aumento. de la primera altamente significativa (P €
0.01> desde Jas 42 horas, mientras que la segunda aunque no
fue rignificativo, tuve tendencia a aumentar después de la=
40 horas de inoculacién. Un factor que pudo contribuir a la
no =significacia de los cambios de 1la bilirrubina indirecta
fue la escasa cantidad de muestras analizada debido a la poca
cantidad de suero que en algunos casos solo alcanzé para la

determinacién de la bilirrubina directa,

La bilirrubina es el producto natural de la destruccién
de los eritrocitos, la cual se lleva a cabo en forma natural
en el Sistema Mononuclear Fagocitico, donde se Ubera el
hierro, la protoportirina y la e¢lobina, La fracclén
protoporfirina forma un compuesto tetrapirrol de cadena
abjerta, la biliverdina, la que es reducida principalmente en
log macréfagos del bazo para ser liberada en forma de
bilirrubina libre o indirecta y llevada en forma insoluble en
agua al higado por la albumina para transformarse por medio
de la conjugacién con  4Acido glucordnico en  bilirrubina
soluble en agua (bilirrubina directa o conjugadad y ser

7%5,82,88
;

excretada por el higado al aumentarse esgsta nos

indica una deficiencia en la conjugacién debida a un dafio
hepatocelular, demostrado con el estudioc anatomopatolédgico
donde se observé desde hepatosis hasta necrosis severa difusa

tal como lo indican la mayoria de los

4,12,45,27,90,87

aut.orea Un Aaument.o importante de las

bilirrubinag produce ictericia en los t.ejidossc', tal como se



obzervé en animales a horas avanzadas de infeccién.

Algunas enzimas son producidas en el higado, sin embargo
muchas de estas enzimas se encuentran en otros &rganocs
restandole especificldad pero no utilidad a la prueba, es por
eso que Ja alanino aspartasa transferasa C(ALT)Y, antes TGO,
ademAs de encontrarse en higado, se encuentra en corazdn y
misculo, aunque en procesos Iinflamatorios de higado sufre
aelevaciones important,es“; y la alanin-sorbitol transferasa
(ASTY, antes TGP, es una enzima que se encuentra en gran
cantidad en e} higado y en pequeBas cantidades en rifién, de
forma que el aumento conmsiderable en =suero se ha considerado
érgano-especi fica del hi gado75. Durante el trabajo estas
anzimars mostraron un aumento altamente significative ¢ (<
001> a partir de las 42 horas, lo que nos iIndica una
alt.eracién funcional hepatica importante en relacién con el

tiempo post-inoculacién.

La fosfatasa alcalina hidroliza ésteres wmonofosféricos
con la Uldberacién de fosfatos inorganicos. Esta enzima, se
ancuentra en huesos, placenta, intestino, hepatocitos y
celulas  epiteliales hillares, y sin valoracién isoenzimitica,
és imposihle determinar el tejido donde =e origind. Por elio
su aumento en suero no es un hallazgo especifico de dahlo
hepAtico, pero cuando este estid afectado se observa un
aumento, posiblemente como resultado de una mayor produccidn

de i=oenzima I que facilita 1la excresién de colina en
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bilis” . Los valores de esta enzima durante el experimento se
elevaron a partir de lazs 45 horas, y esto aunado al aumento

de otras enzimas nos demuestra el dafo hepatico.

Fn el examen general de orina se observéd un cambio
estadf sticamente significative en la gravedad especifica y el
pH, con tendencia a aumentar el primero y a digminuir el
segundo. lLa gravedad especifica refleja lIa capacidad de
concentracién y dilucién por parte del riffén, el aumento en
este parametro esta asociado a deshidratacién, fiebre vy
egtados iniclaler de nefritis aguda‘, el pH se encuentra

digminuido en infeccioneas y flebre®.

Las prot.ef nas en orina tuvieron inicialment.e un
incremento debido al aumento de la permeabilidad capilar por
la congestién y posteriormente por la disminucién de la
resc;rcién de estas en los tubulos debido al dafio bubular‘o,
cambio que e detecté desde las 30 horas, al igual que el
sangrado por la congestidén y hemorragias que se presentaron

en est.e organo.

Fl aumento de urobilinégeno en orina, fue importante
desde las 36 horas, demostrando la incapacidad de ser
eliminado este metaholito por la circulacién porta debido al

dafio hepatocelular.

Los =ignos clinicos mas imprtantes fueron depresién y

postracién notoric desde las 6 horas, la disnea fue un signo
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Gomim - desde las 12 horas, asociado a la infeccidn y flebre.
La diarrea se aparecid desde las 36 horas. La distencién
ahdominal se presenté¢ con variacién desde las 30 horas. La
secresion nasal sanguinolenta fue severa desde las 51 horas y
an  los animales que murieron espontineamente durante el
experimento. Los estornudos se presentaron desde las 33
horas, al idgual que los apistédtonos, sighnos que han sido

5,17,40,92,42,52,68
deaaritos por diferentes autores ' IR

La signologia nerviosa y chiliides no fueron observados
durante el trabajo, la muerte =suUbita se presentd en tres
conejor a las 35, 47 y 87 horas de infeccidén, pero =in la
presentacién de cuadros convulsivos como lo indican Arglello

9,45
y cn} T

Las constantes fisiolégicas variaron continuamente,
observindose en la temperatura un pico de hipertermia a las
18 horas y otro a las 42, concordando con los datos de varios

5.52,88 o primer pico me podria esuplicar acomo

agtores
resultado de una viremia, donde el organizmo aumenta su
temperatura corpopal por la presencia de un agente
lnfeccioszoso; y el segundo por una Iinfeccidn generalizada on
diferenter 4rgancs como son el higado y rilén. Las constantes
de frecuencia respiratoria y cardiaca tuvieron diferente

respuesta de acuerdo al estado del animal en el momento del

sacrificio.

l.as lesjones anatomopatoldgicas macro y microscédpicas
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revelan principalmente una disfuncién vascular caracterizada
por congestién, hemorragias y trombosis, como lo indica Xu y
no).", ajendo log 4rganocs mas importantea higado, rifiGn,

traquea, pulmén e intestino, camblos que se empezaron a

manifestar desde las 12 horas post-inoculacién.

El 4rgano con los cambios mas importantes durante el
presente estudio fue el hi gado, most.rando cambios
macroscépicor congestivos que se comenzaron a notar en forma
Hgera desde la’r 6 horas, paralelamente con la palidez del
areano, con posterior aumento  del t.amafio del 4rgano
¢hepatomegalia), hallazgo constante desde las 30 haoras, y
friahbilidad desde Jas 36 horas de infeccidn; esto concuerda
con los cambios histopat.olégicos donde se observéd
inicialmente degeneracién desde 1las ¢ horas, pasando a
necrosis hepatocelular de focal a difusa con el aumento del
tiempo, como wse observa en la figura 15, todo correlacionado
con los datos obtenidos en hematologia y quimica sanguinea
donde se observd el aumento de algunos metabolitos y enzimas

producidos en el higado.

los problemas digestivas como la distencién cecal y

,20

aegtomacal ce han observado en casoa de campo en Méxlco” 5
aunque en Furopa no es un hallazgo comun; problemas que

estari an mAs asoclados a la presencia de parasitos como las

coccldias.

La esplecnomegalia con deplecién linfolde y necrosis de
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lHinfocitos fue otro cambio lmrportante para demostrar la
porible replicacidén del virus en éstas células; esto estaria
corroborado con el estudlo de inmunofiuorescencia donde se
observan grupos de células rluorescentes desde las 9 horas,
con igual resultado en higado, lo que muestra a estos dos
srganor como ritio importante de replicacién como lo propone
Gregg“'“, indicando que la replicacién inicial del virus e=s
a nivel iIntestinal en las vellosidades y criptas del
intestino, en el nucleo de los hepatocitos y en los
Hnfocitos esplénicos demostrados por el mét.odo de
inmunohistoquimica con el complejo avidina-biotina. En el
presente trabajo no fue posible demostrar Ila replicacién
intestinal, =in embargo se observé necrosis intestinal severa
en un conejo. Este camblo puede estar asoclado a Infeccién
con  coccldiar  del género Fimeria spp., lo cual fue un

hallazgo comin en la mayoria de los animales.

Otras lesiones encontradas como fibrosir e infiltrado
periportal de mononucleares en higado, asociadas a
infeccliones crénlcas con Fimeria stidae, que parasita los
conductog billares en cone_jos“ y la nefritis intersticial,
no son lesiones atribuibles a la EHVG, debido al tiempo de
desarrollo de las mismas, las cuales no se forman en un
reriodo de tiempo tan corto, con lo que también se demuestra
que muchos animales a pesar de estar clinicamente sanos,
pueden ser portadores de algunos agentes potencialmente

patédgenos. Para un mejor entendimiento de los cambios que
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“prodice el virus en forma controlada, podrian utilizarse

cone jos S.P.F.

l.a presencia de trombos y microtrombos, fue una lesidn
importante, porque se puede atribuir a estos la causa directa
de la muerte. lL.a trombosis se observéd principalmente en
Arganos como pulmédn, rifién, en menor proporcidn en intestino
y meninges, sugiriéndose un fenémeno de coagulacién
intravascular diseminada <CID), que como lo seRalan algunos
autores"' ™ N es debida principalmente a dafio tisular
extensivo, a neoplasiar, reacclones inmunolégicas sistémicas
dncluyendo anafilaxiad o a infecciones agudas especialmente
septicémicas. Fsta trombosis podria estar asoclada a la
severa necrosis hepatica, debida a replicacién wviral masiva,
lo que hace que re libere tromboplastina tisular activando el
ristema extrinseco de la coagulacién; aunque en el presente
t.raba jo no re valors esta prote{na, y producir 1a
coagulopatia por desgaste de los factores de coagulacién
aunado a la disminucién de los factores V, VII, IX, X, XiI,
XI1 que normalmente se gintetizan en el higadoa; la tendencia
hemorragica que ocasiona la disminucién de los factores de
coagulacién se agrava con la activacién secundaria del
sistema t.romboli tico con formacidén de product.os de
degradacién de la fibrina que tienen propledades

°f2  pate eagquema fue propuesto por Lavazza y

anticoagulantes
cn].!“, quien también propone un posible daio endotelial como

consecuencia directa del virus sobre el endotelio, aunque los
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astudinos microsadpicos de este trabajo no revelan un dafio

direct.o sohre los vasos.

Otros Aut,or-esm'”, han descrito como poasible patogenia

la liberacién de mediadores inflamatorios como histamina de
las célular cebadas produciendo una reaccién alérgica de tipo
I, este modelo estaria por demostrar; o la asociacién de
deporitos de comple jos inmunes e inmunoglobulinas, aunque por
el curso tan corto de la enfermedad el ultimo modelo puede

ser descartado.

Fi edema pulmonar severo, que para algunos

9,40,42
auvtoras =,

ha sido un hallazgo importante, en el
presente trabajo no tuvo una significacia revelant.e,‘ se
observé dnicamente en animales que murieron espontaneamente
durante el experimento. Algunos autores“, proponen dque ol
edema pulmonar es causado por una falla cardi aca por necrosis

del miocardio, lo cual no se observéd durante el presente

trabajo ya que los cambios vasculares se asocian a trombosis.

Ult.raest.ructuralmente, unicamente se reallzaron estudios
en higado, de testigos y conejos sacrificados a las 3, 9 y 18
horas post-infeccién, mas un animal que murié espontaneamente
a las 35 horas. Debido a fallas técnicas los otros d4rganos

serAn analizados posteriormente.

El microscopio electrénico por su  amplia capacidad

resolutiva ¢ de 1 a 2 A 3, permite explorar organizaciones
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intracelulares, niveles macromoleculares t.isulares y

virualizar directamente virlones °

l.a revision de cortes semifinos y finos de los conefos
testigo permitid caracterizar la estructura fina del higado
encont.réandolo dent.ro de jos parametros gefialados por

Ghadiall ym y Rouller y col. v

Dog atiplas re observaron uno a nivel de la matriz
mitocondrial observandome densas de tal forma que las crestas
mitocondriales g&e mostraron como =i hubieran sido teRidas
negativamente. (abe destacar que de todos los componentes del
higado la densidad de la matriz mitocondrial seKalada es poco
usual en condiciones normales, encontrindose unicamente en

loe hepatocitos.

l.as mitocondrias centrales energéticas de las cdlulas,
son organelos con una morfologlia ultraestructural basica, que
permite identificarlas en cualquier célula eucaridtica
aerdbica de cualquier especie animal. Estan muy  bien
document.adar las innumerahles variaciones ultraestructurales,
mie pueden presentarse por diferencia de especie animal, de
t.ejidos u drganos, varlaciones morfoldgicas mitocondriales
genoradas en diferentes estadios de actividad (fisiolégica vy

funcional y por udltimo por diversas pent.ologias”.

l.a inusual densidad de la matriz mitocondrial observada

en los hepatocitos de los testigos, hasta este momento
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sugerimos que =e trata de una caracter{stica del coneja, ya
que también se ha obrervado en las mitocondrias del epitelio
rena) de testigos de la misma especle animal, utilizada en
otroa estudios llevados & cabo. E) segundo cambio observado,
se refiere a Ja dilatacién de la luz de los canalfculos
billares evidente en el microscopio de luz Ccortes

semifinosd, en canalfculos incididos longitudinalmente.

El cambio ultraestructural mas importante observado a
las 9 horas fue en las mitocondrias , observandose incremento
del volumen vy el arreglo peculiar de las crestas
mitocondriales y la presencia de formaciones membranosas de
Ltipo concéntrico, espiral y anulares, los cuales pueden ser
un  hallazgo asociado a un hipermetabolismo por falta del
acoplamiento de la fosforilacién oxidativa por metabolismo
activo en estados Iniciales y mas tarde sufnir alg\mo's

camhbhios deganeratlvoagv.

El incremanto de la densidad vy
tamalio de las mitocondrias puede estar dado por el aumento de
calcio observado en algunos procesos en los cuales se produce

necrorig focal y en un aumento de la funcién mitocondrial®?.

Las mismos cambios wmitocondriales se observaron en las
muestrar de 18 y 35 horar, encontridndose ademis en el
clt.oplasma Hgera vacuolizacién, aungque no se pudo determinar
el origen de la misma, Ghandi a]1y97, lo agocla a la presendcia
de  trigHeceridor de 4cidos grasos que forman inclusiones

Uptdicas Jas cuales =se observan como gotas grandes o
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requeias dependiendo de ia situacion Tisiolégica o
patolégica. Normalmente se encuentran pocas gotas lo que
representa una fuente de energia, pero el depésito de lipidos
en gran cantidad en el parénquima son sugestivos de una
degeneracién grasa; aunque estas inclusiones no estan
Hmitadas por una membrana trilaminar verdadera, si lo e=stan
ron un  anillo cromafilico o estructura parecida a membrana
alrededor de la gota lipid(cam, eatructura que en algunos
hepatocitos no sre presentd, por lo que no se puede catalogar
como  lipidica. Otras  posibilidades que propone el mismo
autorsv, gson 1a dilatacién y vacuolizacién del reticulo
endoplasmico rugoso, el cual corresponde a un sistema de
ribosomas paralelos en el citoplasma, localizados como un
sistema de elementos tubulares y vesiculares llamados
cisternas que se continian con el sistema perinuclear
formando el ergastoplasma. Esta dilatacién puede deberse al
aumento de apua o almacenamlent.o de productos secretores; el
incremento de agua puede dilatar esta cisterna, al igual que
lars  mitocondrias, reticulo de Golgi; el termino dilatacién
Indica que el reticulo endoplasmico rugoso se ha roto
formando discretas vesiculas o grandes vacuolas, las cuales
a2a producen en Jemiones avanzadas como puede ser dafio

hepatico y obstrucciéon bilar™.

La presencia de granulos pericromaticos los cuales son
electrodensos, esféricos y sueltos, descansando en los bordes

del Area cromat.inica del nucleo y los granulos
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interaromatinicoe alt.amente elect.rodensos fueron un bhallazgo
A
normal en el hepatocito 7, pero por su forma de presentacidn

deben diferenciarse de particulas virales.

Fn el hepatocito del conejo de 18 horas de infeccidn, sé
nhservaron estructuras intranucieares _snilladas que oacilan
entre 16 a 20 nm de diaAmetro, las cuales son sugestivas de
corresponder a partf culas virales, que por aus
cavracteri gticas morfolégicar y su localizacién =son semejantes

80,40,44 .
T La dntca

al  parvovirug descrito por OGregg y col
diferencia con e} picornavirus es que este se localiza en el
ciLaplasma y no en el nucieo como se obgervéd enn o] presente

t.rabajo.

En el conejo que murié a la 35 horas, se observaron
cambios mas avanzados, tales como severa vacualizacién
intracitoplasmica que podria corresponder a los camblos antes
mencionados, marginacién de la cromatina, lo que podria
sugerir muerte celular. Se observaron grandes cuerpos de
inciustén intranucleares con aspecto filamentar, que estan
asociados a infecciones virales. Fste mat.erial podria
corresponder a proteina viral, precursores de particulas
virales. En este trabajo no se encontraron particulas virales
en el conejo de 36 horas, como las observadas en el conejo de
18 horas, lo que nos puede sugerir por la positividad de la

inmunofiuorescencia correspondan a proteina viral.

F) analisis integral de los resultados obt.anidos
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determinan que e} virus de la FHVG, tienen mu replicacién en
Srganor linfoldes y hepatocitos desde las 9 horas, auque =in
determinar el =sitio inictal de replicacion; la asociacidn de
Ia enfermedad con agent.es secundarios debido a la
inmunosupresién observada en los animales, la cual fue
corroborada con Jos estudios hematolégicos e histopatolégicos

encontrandose leucopenia con linfopenia y necrosis linfoide.

Se observaron los cambios anatomopatolégicos progresivos
de congestién y hemorragia en érganos importantes como
higado, bazo, rifién, traquea y pulmén; siendo la lesidn
hepatica la mas Import.ante corroborandose por la dramitica
ajevacién de Jas enzimas hepaticas. FEsta alteracién hepatica
pudiera asi mismo producir la liberacién de tromboplastina
tisular y activar un fendmeno simillar a la coagulacién
intravascular diseminada (CID>, por la via extrinseca y de
esta manera explicar los camblos vasculares de trombosis
principalimente en rifién y pulmsédn. A través del eatudio de
enzimas y productos del metabolismo se pudo demostrar la
elevacién de drea, creatinina, fosfatasa alcalina,
bilirrubina y transaminasas desde las 30 horas, lo que
implica alteracioner funcionalee en higade y riKonea <(Figura

a2).

L.a inoculacién por via aerdgena del agente de la EHVGQ,
permitid demortrar los cambios secuenciales

anat.omopatolégicos e histopat.oldgicos como fueron las
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alteraciones hapaticas, los cambios vasculares y ia
eaplecnomegalia con necrosis linfoide las cuales se observan

derde las 18 horas.

Lar anteriores alteraciones fueron corroboradags con las
variaciones secuencialez de los valores hematolégicor ailendo
el principal Ja leucopenia con linfopenia siendo constante

derde las 42 horas post-inoculacién.

Se establecieron lam variaciones aucesivas de losg
valores séricoa de algunas enzimas y metabolitos,
encontrandose aument.os significativos en bilirrubina,
fosfatasa alcalina, ALT y AST. a partir de las 45 horas

de infeccién.

Se determino por medio de las pruebas de
Iinmunofluorescencia y ult.raestructura la presencia de
particulas virales de forma anillada, con un didmetro entre
16 y 20 nm e intranucleares, los cuales por su morfologia y

localizacién podr{ an corresponder a parvovirus.

Se encontré una asociacién entre las bhacterias pidgenas
y el agente de EHVC, lo cual se hizo evidente después de la=

72 horas.

Son pocos Jos’ trabajos realizadog con relacién a la
patogenia de la enfermedad, se puede decir que es necesario
seguir investigando mAs a fondo acerca del virus y su

clasificacién, al igual que desarrollar invest.igacién
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det.allada con respecto a la dinamica de los facLores de
coagulacién, la susceptibilidad de diversos t.e jidos
denendiendo de la via de entrada del agente y la relacidn con
la elminacién del virus por los animales enfermas y
convalecientes para demostrar el estado de portador de

algunos animailes.
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