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RESUMEN

BANDA CASTRO ALEJANDRO. Estudio de la Patogenia de la
Enfermedad Hemorrdgica Viral de los Conejos (E.H.V.C.), mediante
la Observacién de Lesiones Macroscépicas, Micréscopicas e
Inmunofluorescencia en Conejoe Domésticos (Oryctolagus cuniculus)
Inoculados Experimentalmente. (bajo la direcci6n de: MC. Martha
Chavez N., MVZ. Moisés Fraire C., MVZ. Emeterio Saldivar 2. Y
MVZ. Arturo Campomanes C.)

Se expusieron 57 conejos domésticos a aerosoles obtenidos a
partir de higados macerados de conejos que murieron por EHVC de
un brote de campo en México. Los animales se sacrificaron a
intervalos determinados postinoculacién, recolectandose muestras
de diversos 6rganos para realizar histopatologia y la técnica
directa de inmunofluorescencia. A la necropsia se observaron
lesiones necré6ticas, congestivas y hemorragicas, resultando los
6rganos mas afectados higade pulmén y bazo. Mediante las
observaciones por histopatologia, se corrohoraron las lesiones
macroscoOpicas y ademas a partir de las 46 hr. se observo la
presencia de miltiples microtrombos en pulmbén, corazén, intestino
delgado, rifibn, timo, ganglios mesentéricos y encéfalo. Mediante
inmunofluorescencia se detectd desde las dos horas, presencia del
virus en higado, pulmén, intestino delgado, bazo, tonsilas
faringeas y ganglios mesentéricos. Se sugiere que el cuadro
clinico se reprodujo por via aerégena, Sin embargo la infecciloén
por aparato digestivo no pudo descartarse; el virus tiene
afinidad por hepatocitos, células epiteliales alveolares, vy
linfoides y provoca un trastorno de coagulacién intravascular
diseminada, gque puede contribuir de manera importante en la

presentacidn de la muerte.



INTRODUCCION
La Enfermedad Hemorragica Viral de los Conejos (EHVC) es
una infeccién de curso agudo, altamente contagiosa, que afecta
principalmente a conejos domésticos adultos y algunas variedades
silvestres. Se caracteriza por producir muerte subita, necrosis,
congestion b4 hemorragias severas en diferentes 4drganos

(14,18,50).
a)Antecedentes de la Enfermedad.

La EHVC fue descrita por primera vez en China en 1984, en
la regién de Nangking. En julio del mismo alio se presentd en la
regién de San Tung, donde murieron 470,000 conejos de raza
Angora. El origen del padecimiento en este pais, se atribuyé a un
‘grupo de conejos Angora procedentes de Alemania Federal. En 1985
la enfermedad se detectd en Corea, donde se sospecha gque el
agente se introdujo mediante pieles importadas de China

(14,15,16).

En Europa se reporté en 1987, localizandose en varios paises
como Alemania, Holanda, Dinamarca Checoslovagquia, Polonia,
Austria, Italia, Francia Bélgica y Espafila. En junio del mismo
afio aparecid en Yugoslavia. En Portugal se diagnosticd EHVC pero
s6lo en pocos casos se afectaron explotaciones comerciales

(4.6,14,51,52,69).

También, se ha presentado la enfermedad en Bulgaria y 1la
U.R.S8.8.: asi como en el norte del continente africano,

especialmente en Egipto y Tanez (28,46,48).



En México, su aparicidn coincidi¢ con la introduccioén de
canales de conejos provenientes de China (noviembre de 1988). La
enfermedad se reportd por prisera vez en enero de 1989 en el
municipio de Ecatepec, Edo. de México, en donde el problema se
presentd a partir de diciembre de 1988. El periodo de mayor
difusién ocurrid a mediados de 1989, afectando los estados de
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala, Distrito Federal, Veracruz,

Guerrero, Coahuila y Nuevo Leé6n (13,14,15,16,17,69).

b) Etiologia

En un principio se especuld que 1la eticlogia de 1la
EHVC era atribuible a intoxicaciones o envenenamientos: resultaba
factible que en las zonas afectadas influyera algun pesticida o
herbicida recogido en agua de bebida o en forrajes henificados.
Otra posibilidad era 1la enterotoxemia, asociada a 1la muerte
rapida y generalizada en animales adultos (12,54,61). Finalmente,
t:ambkén se seflald como una forma atipica de mixomatosis, sin
embargo la presencia de anticuerpos frente a esta enfermedad vy
las vacunaciones con virus homélogo, hizo pensar en otro tipo de

trastorno (54).

Los datos obtenidos de las observaciones epidemiolégicas,
los hallazgos anatomopatolégicos, los aislamientos bacterianos
poco concluyentes y los resultados de diferentes estudios

virolégicos, demostraron claramente el origen viral de la



enfermedad; por 1lo que la O©Organizacién Internacional de
Epizootias denominé a esta afeccién como "Enfermedad Hemorragica
Viral del Conejo" ("Viral Haemorrhagic Disease V.H.b.),
inscribiéndola en la Lista B del Codigo Zoosanitario

Internacional. (4,12,39,46,50,58,74).

A la fecha existe controversia en cuanto a la clasificacitn
correcta dal virus, que de acuerdo con algunos autores podria
corresponder a un Picornavirus (1,8,38,39), un Parvovirus

(14,18,31,32,79) o un Calicivirus (9,30,47,48,54,56,67,72,74).

Mediante microscopia electrénica se han observado particulas
virales en extractos de higado procedentes de casos clinicos,
que tienen forma icosaédrica, carecen de envoltura y su tamafio

oscila entre 25 a 40 nm.(1,9,1%9,74,79).

Segun lo observado por Lee y col. (1990) en tejido hepatico,
estas particulas virales adoptan un arreglo cristalino que podria

corresponder a un Picornavirus.

Gregg Y House en 1989, mediante estudios
inmunohistoquimicos Y pruebas de inhibicién de la
hemoaglutinacidn, demostraron que el agente causal manifiesta
fuertes reacciones cruzadas con anticuerpos monoclonales contra

los parvovirus porcinoc y murino (31,32,33).

Los estudios de Xu y col. (1988) sugieren gque el Acido

nucleico del virus de EHVC es DNA de bkanda sencilla no



segmentado. ¥y que es cercano al de parvovirus (78,79).

Sin embargo Tesouro Vallejo (1990) y Ohlinger y cols. (1990)
describen particulas viricas vacias, con depresiones en su
superficie, de fondo redondeado, en forma de cupula y con 10
puntas en su borde externo, caracteristicas de las imagenes de

los calicivirus (48,54,60,74).

Mediante estudios con anticuerpos monoclenales,
aelectroforesis en gel de poljacrilamida y Western blot se ha
demostrado que la capside del virus de la EHVC es muy similar a

la de los calicivirus (47,48,49,56,67)

Ohlinger y col. (1989) purificaron por electroforesis en
gel de agarosa un RNA viral de un tamafio similar al descrito para
el calicivirus felino, que al inocularlo intrahepaticamente en
conejos sanos reprodujo el cuadro clinico y las lesiones
caracteristicas de la EHVC; esto constituye la mayor evidencia en
la caracterizacién del virus dentro del género de los calicivirus

(47,48,48).

La adaptacién del virus en cultivos celulares fue por mucho
tiempo un fracaso. Se utilizaron miltiples cultivos primarios vy
diversas lineas celulares sin obtener resultados alentadores. No
fue sino hasta los trabajos realizados por los investigadores
chinos Ji y col (1991), quienes mediante una linea de células

mutantes de rifén de conejo (DJRK), consiguieron la propagacién



in vitro del virus de la EHVC (3,4,7,12,18,35,50,74,78,79).

c) Epizootiologia

En condiciones naturales, la difusién de la EHVC es muy
rapida y erratica; ya que puede presentarse en una explotacién y
en otra muy préxima no presentarse bajas. Se ha detectado en
localidades distantes y aisladas de otras con la enfermedad, sin
que exista algin nexo aparente de uniton. En general son mas
susceptibles las explotaciones con pocas medidas sanitarias e

instalaciones rusticas (4,12).

La susceptibilidad a la enfermedad varia de acuerdo a la
edad y estado fisiolégico de los animales; las hembras lactantes
y gestantes son las mds susceptibles, seguidas de los machos
adultos, aunque los castrados parecen ser menos susceptibles en
comparacidn con los enteros. Los gazapos y animales menores de 60
dias son los mas resistentes en la mayoria de los brotes. En
algunos conejos adultos existe cierta resistencia natural no

ligada a anticuerpos especificos (4,12,14,18,50,54,69).

La enfermedad se transmite por contacto directo entre
animales infectados y susceptibles o por vehiculizacién del virus
mediante equipo, animales y personas. La transmisién meca&nica por
fomites, roedores, otros animales, subproductos de conejo y el
hombre tambien pueden ser importantes en la diseminacion de la

EHVC (5,14,18).



Las vias de contagio no se han esclarecido completamente, es
factible que 1la via aerégena sea la principal; Smid y col
encontraron gue con la inoculacién intranasal de material
infectante murié el 93.3% de los animales en comparacién con la
via intramuscular en la que enfermaron el 62.9% (70). No obstante
otras vias como la digestiva o a través de heridas en la piel vy
mucosa no se pueden descartar. Todas las secreciones ¥

excreciones pueden ser fuente de infeccién. (4,12,14).

Al parecer la EHVC afecta solo a mniembros del orden
Lagomorfa y ocurre con mayor frecuencia en conejos domésticos, a
pesar de que en Europa se han afectado de manera importante
variedades de conejos silvestres. En estudios realizados en
México, se desafiaron a conejos volcano mexicano y Romerolagus

diazi (Teporingo 6 Zacatuche) con material infectante, resultando

resistentes a la EHVC; no se ha podido demostrar la eliminacién
del wvirus en las heces, por lo que hasta la fecha, solo los

conejos domésticos han resultado afectados (14,18, 24,50,69).

Desda hace varios afos, se ha notificado en diferentes
paises europeos, una enfermedad de curso agudo vy elevada
mortalidad en poblaciones de liebres, caracterizada por extrema
rapidez, y la presencia de lesiones idénticas a las producidas
por la EHVC. A este proceso se le denomina Sindrome de la Liebre
Marrén Europea (S.L.M.E.), cuya etiologia viral se presume sea
idéntica, o muy emparentada con el virus de la EHVC.

(3,42,45,46).



d) Signologia

La morbilidad debido a la EHVC oscila entre un 30 y 80%,
mientras que la letalidad se presenta del 80 al 100%.
(12,18,50,69).

El periodo de incubacién es de 48 a 72 horas, después de la
exposicion de animales a aerosoles obtenidos de 6rganos maceradaos
de conejos afectados. Mediante inoculacién subcutanea ocurrié 1la
muerte a las 96 hrs. La administracion intramuscular de una
suspensién filtrada de d&rganos maté a conejos dentro del

intervalo de 1 a 5 dias (4,14,25,38,70).

En la mayoria de los brotes, los animales se encontraron
muertos, sin indicios de enfermedad en los demds. En otros casos
se observd inguietud, congestién de los parpados, disnea con
respiracion abdominal, signos de asfixia, postracién y ail
momento de la muerte, movimientos violentos con vueltas rapidas y
sacudidas, asi como presencia de liquide espumoso sanguinolento
en las fosas nasales, que llegaba a manchar jaulas y piso

(4,12,13,14,15,18.69).

Otros autores describen la presencia de pirexia (40°C),
sangre en heces, opistotonos, emisidn de chillidos, ademas de
ataxia b ocasionalmente paralisis de los miembros

{4,11,34,38,61).



Hasta 1a fecha no se ha determinado completamente sgi los
conejos recuperados Y 1los silvestres permanecen como portadores
de la EHVC, pero se sospecha que esto puede ocurrir (23). En una
investigacién realizada por Fraire y col.(1989) se reprodujoc la
enfermedad en cuatro conejos después de ponerlos en contacto con
otros diez, los cuales eran sobrevivientes de un brote que se
habia presentado dos meses antes, lo que sugiere el estado de

portador en esos animales {18,23).

e) Lesiones Macroscopicas

Debido al curso rapido de 1la enfermedad, no ocurren
trastornos de emaciacidén o deshidratacién, por lo tanto, los
animales muertos se encuentran frecuentemente en buen estado de

carnes (18).

A la necropsia, las lesiones son caracteristicas de
procesos septicémico-hemorragicos, en donde el higado y aparato

respiratorio son los mas afectados (12).

El el tejido subcuténeo presenta congestién generalizada vy

dilatacion de vasos sanguineos (12).

En aparato respiratorio se observa congestién pulmonar
intensa, edema y hemorragias petequiales o equimbticas; al corte
hay salida de liquido sero-sanguinolento que en ocasiones tiene
aspecto espumoso. En casos agudos, puede existir hepatizacién
roja Y traqueitis hemorrégica con espuma sanguinolenta

(4,13,14,18,31,32,41,50,74).



El higado presenta hepatomegalia, congestion leve,
decoloracidon y apariencia degenerativa. El dibujo lobulillar se

encuentra remarcado (4,18,31,32,50,74).

Los rifiones frecuentemente estan aumentados de tamafio, con
consistencia blanda, congestién y hemorragias petequiales

(4,12,13,18,50).

En bazo se puede presentar esplenomegalia, en timo aumento
de tamafio con hemorragias petequiales y en ganglios linfaticos

hay congestién (4,12,13,18,41).

En el intestino delgado se observa congestidn, enteritis
mucosa de leve a moderada y en el intestino grueso, dilatacién de

ciego (12).

El corazéon aparece frecuentemente en diastole, con las
auriculas repletas de sangre, ademds de hemorragias en miocardio.

(4,13,14,18,31,38,50,61,74).

A nivel de encéfalo es frecuente encontrar congestién de los

vasos meningeos (4,12,18).
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f) Lesiones Microscopicas

Los hallazgos microscOpicos en higado corresponden a
degeneracién grasa y necrosis coagulativa multifocal 6 masiva con
leve infiltracitdn de células mononucleares. Algunos autores
describen 1a presencia de corpisculos de inclusidn asi como

actumulos de pigmentos biliares y hemosiderina (4,18,31,41,73).

En pulmén se observa congestién, hemorragias en espacios

adreos y necrosis de tejido linfoide peribronguial (32,41).

Los rifiones pueden estar congestionados con zonas de
hamorragias, necrosis multifocal y trombosis hialina glomerular

(18,31,32,33,41).

El1 bazo presenta necrosis en pulpa blanca y en pulpa zroja

congestidn, hemorragias y depésitos de fibrina (4.41).

En timo y ganglios linfaticos se ha observado necrosis de

linfocitos (31,50).

El intestino delgado presenta necrosis en las criptas, que
puede variar en severidad y frecuentemente es segmental
afectando 860lo un Area del intestino delgado (18,31).

En el corazdén se aprecian lesiones degenerativas de fibras

musculares, zonas hemorragicas y necrosis (32,41,50).

11



Otros autores describen meningitis can infiltracion
linfocitaria perivascular en cerebro e hiperemia y hemorragias en

corteza adrenal (18,38).

Por ultimo, es importante seflalar la formacién de trombos de
fibrina en la vasculatura de diversos érganos

(18,31,32,33,42,46,75,77).

g) Patologia Clinica

Los andalisis de hematologia indican leucccitosis con
linfopenia, heterofilia y trombocitopenia. (53,62,75). La quimica
sanguinea muestra elevaciones significativas en las
concentraciones plasmaticas de urea, creatinina, bilirrubina
directa, y de las transaminasas alanino-aspartosa transferasa
{(ALT), alanino-sorbitol transferasa (AST), fosfatasa alcalina y
fosfatasa acida. En cuante a los factores de coagulacion, se
observa un aumento en el tiempo de protrombina, trombina y un

descenso en los valores de fibrinégeno. (10,53,62,75).

h) Patogenia

Alguncs estudios sobre la patogenia de la EHVC, en donde se
utilizaron coloraciones de H.E. e inmunohistogquimicas de avidina-
biotina fosfatasa alcalina, indican que los sitios primarios de
replicacién del wvirus son el epitelio de las criptas b'd
vellosidades de intestino delgado, hepatocitos y Ilinfocites
esplénicos. Algunos macrofagos alveolares y células endoteliales

tambien presentan coloracién indicativa de replicacién viral

12



(18,31,32,33).

Xu y col. (1988) describieron la patogénesis de la
enfermedad, detectando un cierto tropismo del wvirus por los
endotelios vasculares y estructuras reticulares, habiendo
descrito coagulacioén intravascular diseminada en varios organos
parenguimatosos. Otros investigadores han corroborado ase
tropismo mediante inmunofluorescencia, tinciones

inmunohistoquimicas v microscopia electrénica (42,72,76,77,79).

La necrosis y microinfartos encontrados en varios Organos
como corazén, glandulas adrenales, rifiones, pulmones cerebro y
testiculos pueden asociarse a la coagulopatia intravascular
diseminada, que se traduce en la formacién de microtrombosis; que
a su vez es exacervada por la necrosis masiva de higado

(18,31,33,42).

1) Diagnéstico

El diagnégtico clinico presuntivo de EHVC se basa en la
aelevada mortalidad de conejos sin signologia previa, diseminacién
rapida y la presencia de algunos animales con signos de asfixia,
convulsiones y secrecién nasal sanguineolenta. Sin embargo dcbe
diferenciarse de otras enfermedades agudas de los conejos como
pasteurelosis, mixomatosis atipica {exodtica en México),

enterotoxemia y envenenamientos (12,14,18).

13



Debido a que el sobrenadante de suspensiones de higado,
bazo y pulmén de animales afectados con EHVC tienen la propiedad
de hemoaglutinar globulos rojos tipo "O" de humanos, de oveja ¥y
de aves, se ha implementado la prueba de hemoaglutinacién (HA)

para el diagnéstico de esta enfermedad (1,12,15,18,54,62,74).

Se ha demostrado que el sobrenadante que produce HA a mayor
dilucién es el procedente de higado, pués éste puede producir HA
a diluciones superiores de 1/32 y en algunos casos hasta 1/2048

(54,74).

Debido a que no se ha encontrado la existencia de
sobrenadantes de 6rganos procedentes de conejos sanos que tengan
poder hemoaglutinante, la prueba de hemoaglutinacién es 1la
técnica de eleccidén para realizar un diagnéstico confirmativo ya
que tiene una gran sensibilidad, especificidad y bajo costo.
Dicha prueba se ha modificado y estandarizado en técnica de

microplaca, obteniendo titulos mayores de 1:100,000 (22,74).

En el suero de animales recuperados se encuentran
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién, por lo que se han
implementado pruebas de Inhibicién de la Hemoaglutinacitén (IHA)
(12,15,18,62), obteniéndose titulos 1:32 a 1:8000 (22).

Por otra parte, en México y en La Republica Popular China
se elabord un conjugado para la prueba de Inmunofluorescencia
(IF) a partir de sueros con titulos elevados de conejos

recuperados. En México, fué evaluado en improntas y cortes por

14



congelacién de o6rganos de animales sanos y enfermos, observandose
fluorescencia clara y brillante hasta la dilucion 1:80, en los

animales afectados (21,22,27).

Se han implementado otras alternativas para el diagnéstico
como: fijaciéon de complemento y ELISA, asi como el uso de
anticuerpos monoclonales en las técnicas de inmunofluorescencia e

inmunoperoxidasa (59,67).

i) Medidas de Prevencién y Control

Para prevenir la diseminaci6én de la enfermedad a Aareas
libres, se han aplicado medidas cuarentenarias en paises donde
estd presente la EHVC, restringiendo la movilizacién de conejos y

sus subproductos (18}.

La inoculacidén de macerados de 6rganos inactivados por
formol, induce una alta inmunidad ante el desafio con virus sin
inactivar, 1lo que ha propiciado el uso de la vacunacién como

medida de control (54).

varios paises han desarrollado vacunas inactivadas con
formalina al 0.4% a partir de suspensiones de tejido. Estas
vacunas se han usado en Hungria (43), China, Cheacoslovaquia
(71) la U.R.S.S. (29), Corea (19) y Espafia (55), demostrando ser
altamente seguras, efectivas y producir inmunidad de 3 a 6 dias
después de la vacunacion con una duracién de aproximadamente seis

a doce meses {18,55).

15



Sin embargo, la opcidén de utilizar la wvacuna debe
reservarse unicamente a paises donde la enfermedad esta
ampliamente difundida y la erradicacién seria sumamente dificil
de realizar. De cualquier modc la vacunacidn puede enmascarar la
infecci6tn o puede inducir un estadoc de portador en los animales

vacunados (18,38,54).

k) Problemas de Salud Pablica

No se han presentado problemas de salud en humanos debidos
a la EBVC, el virus responsable de esta enfermedad no es

peligroso para el consumidor de carne de conejo (12,18,71).

Debido a que la EHVC es una enfermedad de reciente
apavicién, se desconoca2 mucho en relacién a su patogenia, el
preﬁénte estudio tiene como f£inalidad obtener una mayor
informacién acerca de la transmision, diseminacién y alteraciones

macroe y microscépicas que provoca el virus de la E.H.V.C.

16



OHJETIVO GENERAL

Determinar -la patogenia de la EHVC en conejos inoculados

experimentalmente.

Determinar la presencia del virus de la EHVC en 1los
tejidos, por medio de la Técnica Directa de

Inmunofluocrescencia.

Determinar las principales lesiones macroscopicas b'4

nmicroacépicas presentes en la EHVC.

Establecer 1la relacitn entre los hallazgos macroscopicos,

microscédpicos y de inmunofluorescencia.

17



MATERIAL Y METODO
a) Virus

Para el presente estudio se utilizé6 virus vivo de la EHVC
obtenido de macerados de higados de conejos afectados en un brote
de campo en México; donado por la Comisién México-Estados Unidos
para la Prevencitén de la Fiebre Aftosa y Otras Enfermedades

Exo6ticas de los Animales (C.P.A.).

b) Animales de Experimentacién

Se utilizaron 57 conejos blancos de la raza Nueva Zelanda,
da 2 Kg. en promedio, alojados en una unidad de aislamiento del
Laboratorio de Alta Seguridad de la C.P.A., ubicado en Palo Alto,
México D.F. Los animales se dividieron en lotes de dos animales
por jaula, vy se les permitié un periodo de adaptacitn de dos

semanas.

C) Exposicién de los Animales al Virus

Los conejos se expusieron mediante rociadores manuales a un
aerosol obtenido de higados macerados de conejos que sufrieron la
EHVC El tiempo de exposicién fueé de cinco minutos
aproximadamente. Para el grupo testigo se emplearon dos animales,
que no recibieron inéculo y fueron sacrificados antes de 1la
inoculacidén del grupo experimental, no se utilizaron testigos en
en otras etapas del experimento, ya que habrian sufrido tambien

la infeccidn con el virus.
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D) Obtencitn de las Muestras.

Los conejos se sgacrificaron a intervalos determinados
después de la inoculacién {Cuadro 1), se utilizé como método de

eutanasia dislocamiento de ia nuca.

En cinco animales se permiti6é que el curso de la EHVC

llegara al final, con la presentacién de la muerte.

La necropsia se itwalizd con la finalidad de detectar
lesiones y obtener muestras de tonsilas faringeas, timo, pulmén,
higado, rifdén, intestino, bazo, encéfalo, ganglios linfaticos
mediastinicos y mesentéricos para 1os estudios de histopatologia

e inmunoflucrescencia.

Las medidas de bioseguridad que se realizaron para evitar
la difusién del virus incluyeron el uso de overoles desechables,
baifio del personal al momento de abandonar 1la unidad de
aislamiento, desinfeccidn previa en solucidén de formol durante
diez minutos de todo material que se exteriorizé de las
instalaciones, esterilizacion de utensilios contaminados e

incineracién del material desechable y bioldgico.
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E) Procesado de las muestras.

Para el estudio histopatdlogico, las muestras se fijaron en
formalina bufferada al 10%, se deshidrataron e incluyeron en
parafina para realizar cortes de 4um de espesor. Se colorsaron
con la técnica de Hematoxilina/Eosina de Harris segin el Manual
de Coloraciones para Histologia del Instituto de Patologia de
las Fuerzas Armadas U.S.A. (5) (Ver anexo 1). El procesado ¥y
observacién se realizé en la Seccién de Analisis Clinicos vy
Patologia de 1la Facultad de Estudios Superiores Cuautitléan

(UNAM).

Para el estudioc de Inmunofluorescencia las muestras fueron
congeladas y cortadas a 6um de espesor mediante un microtomo de
congelacién. Las pruebas de inmunofluorescencia se realizaron de
acuerdo a la técnica directa gue describen Garvey (26) y Rovozzo
{68) con un conjugado especifico para la EHVC, adsorbido con
polvo de higado de conejo sano, para eliminar la fluorescencia
inespecifica (*) {(Ver anexoc 2). El procesado y la observacién se
llevaron a cabo en el Laboratorio de 2Alta Seguridad de la C.F.A.
El criterio utilizado para cuvantificar la inmunofluorescencia en
los tejidos fue el suguiente:

+) Células Inmunofluorescentes aisladas.

{(++) Grupos de células inmunofluorescentes.
(+++) Tejido Inmunofluorescente.

(*) Elaborado en el Depto. de Virologia e Inmunologia FMVZ
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_.CUADRO " 1

TIEMPO DE SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

: GRUP(’)V Lo ~TIEMPO DE SACRIFICIO No. DE ANIMALES

TESTIGO: y Antes de inocular al 2
) grupo experimentail

EXPERIMENTAL: Despues de la inoculacidn:
1 30 minutos 2
2 1 hora 2
3 2 horas 2
4 3 N 2
5 4 " 2
6 5 " 2
7 6 " 2
8 7 " 2
9- 8 N 2
10 9 " 2
11 10 " 2
12 11 " 2
13 12 " 2
14 13 " 2
15 14 " 2
16 15 " 2
17 17 " 2
18 20 N 2
- -19 25 N 2
20 30 " 2
21 35 " 2
22 40 " 1
23 45 " 2
24 51 " 1
25 55 * 1
26 60 . 1
27 65 " 1
28 70 " 1
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RESULTADOS

En 1los conejos sacrificados antes de las 50 hr. no se
observaron signos, a partir de esta hora, los animales
presentaron apatia y ligera dificultad respiratoria, que se fue
acentuande conforme transcurrié el tiempo, hasta presentarse en
forma drastica y con marcada respiracién abdominal.

Lo; cinco animales utilizados para observar el curso de la
enfermedad, murieron a 1las 46, 55, 61, 62 ¥y 71 horas. Estos
conejos presentaron un cuadro subito de tres a cinco minutos, con
contracciones y movimientos de carrera violentos. En dos animales
se observé la salida de un fluido sanguinolento espumoso a traveés

de las fosas nasales.

LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS
a) LESIONES MACROSCOPICAS.

APARATO RESPIRATORIO.
Traquea.- Se observaron hemorragias leves en mucosa a partir

de las 25 hr. en diez conejos.

Pulmon.- Se observé congestién y edema, desde las 45 hrs en
forma leve. En los animales muertos de manera natural, se
observaron ambos trastornos de forma severa y ademds la presencia
de miltiples hemorragias petequiales y equiméticas; al corte se

observd la salida abundante de un fluido de color rojizo.
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Se observaron lesiones sugestivas de neumonia intersticial

en un 23% de los conejos, incluyendo a los animales testigo.

APARATO CIRCULATORIO.

Se observe dilatacién del ventriculo derecho, con
hemorragias peteéuiales subepicArdicas leves unicamente en los

cinco animales muertos per la EHVC.

APARATO DIGESTIVO.

Intestino Delgado.- En once animales sacrificados a partir
de 1las 30 hrs. postinoculacidén se observd enteritis mucosa de
leve a moderada, abarcando principalmente ducdeno y yeyuno. En
los animales muertos por la EHVC, se observd congestién de

moderada a severa en los vasos subserosos.

En los animales que murieron de manera exponténea, el ciego

se observd con marcada dilatacion y abundante contenido pastoso.

Higado.~ En 13 conejos se presentd hepatomegalia y hepatosis
leve a partir de las 12 hrs., tornandose severa de la hora 60 en
adelante. En los animales que murieron por la EHVC, se encontréd
ligera friabilidad y la presencia de zonas congestionadas,
hemorragicas y sugestivas a necrosis coagulativa severa. En dos
conejos de las 20 y 45 hr. se observaron hemorragias petequiales

leves.
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SISTEMA URINARIO.

En ocho conejos se aprecid congestién leve renal desde 1la
hora 20, y severa a partir de las 55 hr. En un animal se
observaron lesiones sugestivas de nefritis intersticial severa

cronica a las 61 horas.

En los cinco animales que murieron por la enfermedad, se
observéd la vejiga urinaria pletérica de orina espesa.

ORGANOS LINFOIDES.

Bazo.- En doce conejos se observaron trastornos congestivos

y esplenomegalia a partir de las 30 hrs.

Timo.~ Se encontrd con hemorragias petequiales leves

adlamente en los animales muertos expontaneamente.

En dos conejos a las 40 y 45 hr., se apreciaron hemorragias
petequiales en tonsilas faringeas y en ganglios 1linfaticos
mesentéricos en dos animales sacrificados a las 20 y 45 hrs.

ENCEFALO.

Los vasos sanguineos meningeos se apreciaron dilatados y
congestionados en los animales muertos por la enfermedad y en los

sacrificados a las 13, 30 y 35 horas.
GLANDULA ADRENAL

Presenté hemorrdgias en médula en un 80% de animales

incluyendo controles negativos.
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b) LESIONES MICROSCOPICAS.
APARATO RESPIRATORIO.

Pulmones.- En doce conejos se observd congestién moderada y
edema leve focal a partir de las ocho hr. y en forma severa a las
45 hr. postinoculacién. Dos conejos sacrificados a las dos y ocho
horas, presentaron hemorragias moderadas. Escasos microtrombos de
fibrina en capilares, se apreciaron desde las 46 hrs. Yy en

abundancia de las 61 a las 71 horas en nueve conejos.

La neumonia intersticial se presentd en el 62% de los
animales incluyendo controles. La severidad de esta lesién fue de
leve a moderada, encontrandose una mayor afeccién en los conejos

muertos en forma natural por la EHVC.

Sélamente un conejo sacrificado a los 30 minutos presentd
hiperplasia linfoide peribronquial 1leve. El1 infiltrado de
heterédfilos en espacios intersticiales fue leve-moderado y se

presentd en un 20% de los animales.
CORAZON.

En 20 conejos se presenté degeneracidn hialina moderada a
partir de 1las once hr.; se obscervd congestién leve en tres
conejos de las horas ocho, 62 y 65. Un infiltrado 1linfocitario
leve se observéd exclusivamente en dos animales a las 61 y 65
horas; y formacién de algunos wicrotrombos en los sacrificados a
las 65 y 70 horas. Finalmente en un conejo muerto de manera

natural a las 71 horas se apreciaron hemorragias moderadas,
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APARATO DIGESTIVO.

Intestino delgado.- En 33 conejos se encontrd a partir de las
ocho horas, evidencia de destruccidn y desprendimiento de las
células epiteliales en vellosidades intestinales, el grado de
afeccién aumenté gradualmente en las observaciones siguientes,
hasta llegar a ser severo en los conejos que murieron en forma
espontanea. Se observd trombosis maltiple de capilares de la

pubmucosa en los cinco conejos que murieron por la EHVC.

Ciego.- Se encontré en dos animales, infiltracién
linfocitaria en el epitelio a las siete horas, necrosis epitelial
a la hora 61, deplesidén linfoide leve a las 45 horas, Y
congestién leve-moderada a las 62 y 71 horas. Se observd ademas

la precencia de Eimeria spp en algunas muestras.

Apendice.- En 27 animales sacrificados a diferentes horas,
se presentd necrosis e infiltracién linfocitaria leve a moderada
an el epitelio, a partir de las cuatro horas. La necrosis leve
del tejido linfoide se hizo evidente en dos conejos a los 30
minutos y cuatro horas. La infestacién por Eimeria spp .también

se obsarvé en casos aislados.

Colon.- Se observd con infiltracién de linfocitos y
heter6filos en epitelio solamente a las siete horas. Necrosis
epitelial 1leve a las 45 y congestidén leve a las 71 horas. La

presencia de infiltrado de heter6filos fue frecuente.
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Higado.- Se observd en un 99% de los conejos incluyendo a
los testigos, degeneracién vacuolar difusa de moderada severa vy
de forma difusa. Los trastornos congestivos se presentaron con
frecuenctia a partir de la hora diez. En 17 conejos se apreci6o un
infiltrado 1linfocitario periportal leve. Necrosls coagulativa
leve difusa se encontré de forma constante a partir de la hora

46, tornandose severa a partir de la hora 61 en diez conejos.

SISTEMA URINARIO.

Rifiétn.- Se presenté con nefrosis albuminosa de leve a
moderada en todos los casos. Los cambios congestivos se
apreciaron a partir de las siete horas en forma leve y en forma
severa a partir de 1las 46 horas, resultaron afectados
principalmente los glomérulos. La trombosis se observd desde la

hora 55.

En los conejos sacrificados a los 30 mip., tres, 15, 35, 61,
65 horas se encontrd nefritis intersticial leve a moderada. Los
animales de las horas 14 y 61, presentaron focos necr6ticos con

calcificacién digtréfica leve,

ORGANOS LINFOIDES.

Taonsilas Faringeas.- Con infiltracién de. linfocitos a nivel
epitelial en uno de los conejos sacrificados a los 30 minutos.
La necrosis del epitelio fue frecuente desde las nueve horas. En
acumulos linfoides se pudo apreciar en algunos casSos, necrosis

linfoide leve multifocal en un conejo sacrificado a las dos horas
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y en los conejos afectados por la EHVC a las 55, 62 y 71 horas.

Timo.~- Se encontrt un discreto infiltrado de heterdfilos a
las uno, 20, 25 y 30 horas postinoculacién. La congestién
modarada pudo ser -observada a partir de las 20 horas. La

formacién de microtrombos se aprecié de las 55 horas en adelante.

Bazo.~ La congestién se present6 en forma aislada desde la
primera hora en grado leve y severa a partir de la hora 51. Se
observé vasculitis leve en dos animales a las 1} y 30 horas.
Necrosis linfoide leve multifocal y trombosis se apreciaron en un
conejo de la hora 71. Otros cambios incluyeron la presencia de un
loeva infiltrado de heterdfilos a las 4 y 20 horas, } acumulo de

hemosiderina a las 20 y 46 horas.

Ganglios Mesentéricos.- En tres conejes se observé un
infiltrado leve de heterdéfilos. En las muestras obtenidas a la
hora 20 se aprecié congestidén leve que se presentd en forma
constante a partir de la hora 61. A la hora 61 se encontro

necrosis multifocal leve y microtrombosis a las 65 horas.

ENCEFALO.

Los trastornos congestivos se hicieron aparentes de manera
discontinua a partir de la hora 111 tambien se observaron trombos
en un conejo muerto a las 71 horas. En seis conejos sacrificados
a los 30 min.,3, 5, 15, 35, 61, y 65 horas se apreciaron focos de

gliosis y vasculitis, leve a moderada.
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GLANDULA ADRENAL.

Se observd congestidon leve a las horas 15 y 55, y 1la

presencia de hemorragias leves a las 71 horas.
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RESULTADOS DE INMUNOFLUQRESCENCIA

APARATO RESPIRATORIO.

La inmunofluorescencia (IF) se detectd en uno de los conejos
sacrificados a los 30 minutos postinoculacién y en forma
frecuente a partir de las dos horas, en los nicleos de macréfagos
alveolares; 1la cantidad de dichas células fluctud entre (+) a
(++) y aument6é a (+++) a partir de la hora 51 y en los animales

muertos.

CORAZON.

El Corazén mostrd escasas células con nacleo IF unicamente

en los animales sacrificados a las horas dos y nueve.

APARATO DIGESTIVO.

En intestino delgado se observaron a partir de las dos
horas, células mononucleares con nucleo inmunofluorescente
infiltradas entre el epitelio de la mucosa Y en tejido
conjuntivo de la submucosa. La inmunofluorescencia se observéd
desde negativa hasta {++). También se observaron en algunos
animales, grupos de células epiteliales con un citoplasma tefiido
de un color verde mas intenso en comparaciéon con las demas
células del tejido, 1localizadas principalmente en la parte

superjior e intermedia de las vellosidades intestinales.

En intestino grueso, se observaron células mononucleares
infiltradas en tejido conectivo a partir de las 5 hrs cuya

cantidad fue de (+) a (++).
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En la mayoria de las muestras, (incluyendo a los animales
testigos) habia células con granulos fluorescentes, que en

algunos casos eran abundantes.

En higado se observé a partir de las dos horas
postinoculacidn, un infiltrado leve de células mononucleares
inmunofluorescentes, en tejido conjuntivo y espacios porta. A las
tres horas se observaron escasos hepatocitos con
inmunofluorescencia unicamente en el nicleo, en la mayoria de los
animales la IF fue escasa (+) y a partir de la hora 51 se
incrementd a (++) y (+++) observandase desde este momento

inmunofluorescencia en nicleo y citoplasma.

SISTEMA URINARIO.

En rifién se observaron escasas células con nacleo
fluorescente en dos cohejos correspondientes a las horas 40 y 61,
En un animal muerto por la E.H.V.C. a las 62 horas, s8e observd
fluorescencia en los glomélulos renales, afectando principalmente
al ovillo capilar. En el 98% de las muestras, incluyendo a los
animales testigo, se aprecié la presencia de un material de
aspecto granular fino y de color verde brillante en el citoplasma

de las células tubulares.
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ORGANOS LINFOIDES.

Bazo.- Se observaron macréfagos con inmunofluorescencia
tanto en el nicleo como en el citoplasma, y linfocitos con
fluorescencia en el nicleo unicamente; se apreciaron grupos (++)
a partir de la hora cuatro y el nimero aumenté a (+++) a . partir
de la hora 51 y en adelante los animales muertos por la

enfermedad.

Tonsilas Faringeas.- Se observaron linfocitos con nicleo IF
y células del epitelio a partir de las dos horas (+). La
fluorescencia vari6 entre (+) a (++) a partir de este momento,
hasta observarse abundantes células IF (+++) en un conejoc muerto

a las 55 hrs.

Timo.- Presentd escasas células 1IF (+) en los conejos de
las dos horas y de la hora siete, la fluorescencia desde este

momento se observd entre (+) a {++).

Ganglios Mesentéricos.- Las células con fluorescencia se
observaron a partir de la hora cinco y se mantuvieron entre (+) a

(++).
ENCEFALO.
Se observaron neuronas con IF ligera en varios animales

incluyendo testigos negativos.

GLANDULA ADRENAL.
En gléandula adrenal la IF se presentd en células aisladas de

la corteza (+), en los conejos de las horas 61, 62, y 71.
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FIGURA 'No.. 6pis£6£onos—y—ccntraccién

de miembros .Indcﬁlaci&n'éxpefihen;al Hora 71 EHVC.

FIGURA ‘No. 2 =>Congest16n y edema pulmonar, necrosis

hepdtica difusa y .congestibn esplénica. Inoculacidn

experimental Hora 71 EHVC.

FIGURA No. 3 : Vaso sanguineo con un trombo oclusivo

Hora 62. Pulmén H.E. (400X).

FIGURA No. 4 : Lobulillo hep&tico con necrosis coagula

tiva difusa. Hora 62 (400X)



FIGURA No. 2



PIGURA No. 4



DISCUSION

En la presente investigacién se estudid la secuencia en la
praesentaciétn de las principales alteraciones macraoscdpicas e
microscépicas, asi como su relacién con la deteccién del virus
por inmunofluorescencia, para integrar una posible patogenia de

la EHVC en conejos inoculados experimentalmente por via aerdgena.

El cuadro clinico y los cambios macroscoOpicos observados son
similares a los descritos por otros autores,
(4,12,13,14,15,18,69) sin embargo en el presente estudio no se
observaron emisién de chillidos, presencia de sangre en heces,

opistétonos o ataxia (4,11,34,38,61).

Las lesiones macroscédépicas e histopatolégicas en los
animales muertos expontaneamente por la EHVC, fueron de mayor
severidad en comparacién con los hallazgos en los conejos
sacrificados en etapas avanzadas del experimento. Lo que se
atribuye a gque 1la enfermedad presenta un cuadro suabito e

hiperagudo.

Las lesiones macroscopicas y microscopicas observadas, son
gsimilares a 1lo reportado por Ossa (1990) y Endong (1991} en

estudios similares.

Ossa {1990) describe la presencia de congestibn Yy
hemorragias pulmonares saveras en animales muertos
expontaneamente, hepatomegalia moderada desde las 30 horas,
congestidén renal y esplenomegalia severas y en forma constante

desde las 36 horas y finalmente la presencia de congestién en
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timo y meninges en los animales muertos por la enfermedad.

Por su parte, Endong (1991) describi® en higado la
presencia de congestién y degeneracion leve a partir de las 20
horas postinoculacién, enrojecimiento de la mucosa traqueal a las
cinco horas; abundantes focos hemorragicos a las 25 horas en
pulmodn y congestidén y aumento de tamafio en rifiones a las 10

horas.

Los hallézgos histopatol6gicos de Ossa (1990) incluyen
trombosis en capilares pulmonares y necrosis hepatica severa
desde 1las 51 horas, en rifién nefrosis constante desde 1las 15
horas con congestién glomerular severa y nefritis intersticial en

casos aislados.

Endong (1991), por su parte encontré necrosis masiva a las
35 horas; trombosis miltiple en capilares pulmonares a las 30
horas; necrosis de las fibras musculares cardiacas a las 25
horas; microtrombosis glomerular a las 30 horas y finalmente en
intestino delgado, desprendimiento de las células epiteliales con

infiltraciédn de células plasmaticas a partir de las cinco horas.

Ossa (1990) observd de manera importante, hiperplasia
linfoide en los acumulos peribronquiales entre las sels y nueve
horas, con linfonecrosis de moderada a sevara entre las nueve y
trece horas. En este estudio esos cambios histopatoldégicos

fueron leves y se presentaron en casos aislados.
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Los trastornos inflamatorios en los diversos organos fueron
leves, 1o gue se¢ atribuye a 13 corta duracioéon de la enfermedad.
El- infiltrado de heterdfilos puede asociarse a la presencia de

agentes bacterianos independientes de la EHVC.

La presencia de neumonia intersticial en el 62% de los
animales (incluyendo testigos), se asocia a la inhalacion
continua de vapores de un producto elaboradc a base de formol
utilizado para desinfectar el lugar; ya que entre las causas de
esta lesidén se menciona la inhalacion de agentes irritantes que
se distribuyen ampliamcnute en el pulmén (36,63). Sin embargo en
los conejos muertos por la EHVC se observd en forma severa,

por lo gue no se puede descartar la accion patdgena del virus.

La presentacioén en saeis conejos de nefritis intersticial
créonica acompafiada de encefalitis no supurativa, es sugestiva con
Encefalitozoonosis, que es nna infestacidén crénica y B8Bubclinica

causada por el microsporidio Encefalitozoon cuniculi (2,64).

Las hemorragias observadas en médula adrenal son
caracteristicas de condiciones de tensién y estrés al momento de

la muerte. (36}).

Las observaciones por inmunofluorescencia en higado, pulmén
rifiébn y bazo realizadas anteriormente por Fraire (1990) muestran
la presencia constante de células inmunofluorescentes a partir
de las nueve horas. Por otra parte, Gong y Ji (1991) mediante

inmunofluorescencia y tinciones inmunohistoquimicas, detectaron
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antigeno viral a partir de las cuati‘b'hbraé en células de higado,
bazo, pulmén, rifén,  epitelio ’ -intestinal’, y ~endotelios

‘vasculares.

En este trabajo la inmunofluorescencia en pulmdn se observo
a partir de los 30 minutos, en higad6 a las tres horas, en bazo a
partir de 1las cuatro hr. y en rifién solo se presentd en dos
casos; la tendencia _fué constante en higado y en los demas

organos mostrd variaciones marcadas.

La afinidad del virus por tejido renal de acuerdo a 1los
resultados de IF fué minima, la presencia en varios conejos
{incluyendo testigos negativos), de un material finamente
granular de color varde brillante en el citoplasma de las células
tubulares, posiblemente sgea inespecifico. Sin embargo en otro
estudio por IF, se describe la presencia de fluorescencia leve
desde 1la primera hora postinoculacion hasta 1la presencia de

manchas muy fluorescentes a las 20 horas (21).

De igual forma, en glandula adrenal y encéfalo soloc se
observaron células 1ligeramente fluarescentes en los animales
muertos exponténeamente por la enfermedad, 1o que posiblemente
indica que la cantidad de antigeno viral en estos tejidos fué

escasa.

En corazdon los hallazgos por inmunofluorescencia son poco

importantes; a diferencia de lo co©bservado por Endong, que
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describe a las 15 horas después de la inoculacién, fluorescencié

en la mayorxria de las fibras cardiacas (21).

Las células granulociticas con fluorescencia no son

especificas de la EHVC, ya que son autofluorescentes.

La reproduccién del cuadro clinico y a 1los hallazgos
patologicos encontrados, la presencia de inmunofluorescencia en
pulmén a partir de los 30 minutos y dos horas, sugieren que la
entrada del agente fue por via aerdgena sin embargo, no se puede
descartar la posibilidad de infeccién por via digestiva debido a
la presencia de células inmunofluorescentes en intestino delgado
a partir de las dos horas. Existe la posibilidad que estas dos

vias sean forma importante de contagic en condiciones naturales.

Dada la relacion de las tonsilas con el tracto respiratorio
Y por la observacion de inmunofluorescencia a partir de las dos
horas es probable que en dicho 6rgano se pueda realizar una

replicacién viral inicial.

El infiltrado de células mononucleares inmunofluorescentes
en espacios porta de higado y en tejido conectivo de intestino
delgado a las dos horas, y en bazo a las cuatro, sugiere que 1la

via de diseminacion dentro del organismo es por via sanguinea.

La inmunofluorescencia a partir de las dos horas y 1la
destruccién con desprendimiento de las células epiteliales en la
mucosa de intestino delgado desde las ocho horas, corrobora 1o

observado por Gregg y House (1989) mediante la técnica de
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Avidina-biotina, - gquienes sugieren que en'el intestino ~ delgado
tambien se realiza una réplica viral, Aunqﬁe se debe de tomar -en

cuenta la.posible penetraciéon del agente por via digesfiva.

" La inmunofluorescencia constante a partir de las tres horas
y-la 'neﬁrosis coagulativa severa en higado, indican gque este
S;Qaho tiene un papel importante en la replicaci6n viral; 1o
énterior concuerda con lo propuesto por Xianpa y col. (1991},
quienes mencionan que este Organo es el mas severamente afectado

Vpor el virus de la EHVC La inmunofluorescencia inicial en el
nucleo y posteriormente en el citoplasma de !os hepatocitos,
sugiere que la replicacidon viral se inicia en el nicleo, lo que
confirma lo observado por distintos autores mediante la técnica
de inmunofluorescencia tinciones inmunohistoguimicas Y

microscopia electrénica. (21,27,35,76,77).

En 6rganos linfoides se observé inmunofluorescencia, lo que
sugiere que sea tambien un sitio de replicacién viral, sin
embargo al examen histopatocldgico las lesiones en dichos oOrganos
son leves e inconstantes: 1lo anterior no coincide con lo

encontrado por Ossa (1990) (53).

En las condiciones de este experimento los tejidos
linfoides no resultaron afectados de manera importante por 1la

accidn patdégena del virus.,

Los multiples microtrombos de. fibrina en’ pulmén, riién,

bazo, intestino delgado, encéfalo .y timo, -implican una alteracidn
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en el sistema de coagulacién, lo que se manifiesta como un cuadro
de Coagulacién Intravascular Diseminada (CID); 1lo anterior
sugiere que puede ser un factor importante en la causa de 1la

muerte por la enfermedad.

La CID es un trastorno trombohemorragico gue aparece como
complicacién secundaria de diversos estados patoldgicos, que
tiene como consecuencias ademds de la formacion de trombos, la
presentacion de diatesis hemorragica, ocasionada por el consumo
de plaquetas, factores de coagulacién, asi como por la activacion

del sistema fibrinolitico de plasmindgeno-plasmina (57,65).

Las lesiones hemorragicas en diversos organos observadas en
este estudio, son compatibles con diatesis hemorragica,
ocasionada por coagulopatia por consumo asociada a la aparicién

de la trombosis (42).

La CID se desencadena por dos mecanismos: daflo directo a
las células endoteliales y liberacién de <tromboplastina o

substancias tromboplésticas por lesién masiva de tejidos (65).

Entre las causas de lesidon extensa de endotelios se
encuentra la accién de algunos virus con afinidad por 1las
células endoteliales, como el virus de fiebre porcina clasica,

peste porcina africana y lengua azul, entre otros (44).

La presencia de antigeno viral en ceélulas endoteliales se

ha detectado por otros investigadores, sin embargo en este
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trabajo no fue demostrado. Tomando en consideracién las lesiones
trombéoticas diseminadas en diferentes érganos; se sugiere que el
virus de la EHVC tiene tropismo por endotelios : vasculares vy

células epiteliales (27,76,77).

Por otra parte, no se puede descartar la accién de las
sustancias tromboplastinicas tisulares que aumenten en la
circulacién debido a la destruccion masiva en higado Y
desencadenen la CID mediante la via extrinseca, segun sugiere

Ossa (1990).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones en que se realizd este

trabajo, Yy a los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente:

La reproducciéon de la EHVC fué por via aerdgena sin

embargo no se puede descartar la entrada por aparato digestivo.

Es factible gque la diseminacion viral en el organismo se

lleve a cabo por via sanguinea.

El wvirus 1invade: tonsilas faringeas, timo, intestino
delgado, higado, bazo y ganglios lifdticos mesentéricos; siendo

el higado el organo mas afectado.
Las lesiones hemorragicas sugieren la presencia de un

trastorno de di&tesis hemorragica debido al consumo de factores

de coagulacién ocasionado por trombosis masiva.
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TECNICA DE COLORACION DE HEMATOXILINA Y EOSINA PARA = CORTE

[

10.

11,
12,

HISTOLOGICOS CON INCLUSION EN PARAFINA (5)

Desparafinar e hidratar.

Aplicar hematoxilina de llarris por 15 minutos.

Enjuagar con agua corriente.

Dar de tres a diez lavados ripidos en alcohol acido,
comprobando la diferenciacién de los nicleos ‘en ‘el
microscopio. .

Enjuagar con agua corriente.

Dar de tres a cinco lavados en agua de amonio o de
carbonato de litio hasta que los cortes se observen de
un color azul brillante.

Lavar en agua corriente de 10 a 20 minutos.

Aplicar la eosina de 15 sequndos a dos minutos,
dependiendo del estado de la eosina Yy el contraste
deseado.

Deshidratar en alcohol al 95% y absoluto dos cambios de
dos minutos en cada uno, hasta gque se haya removido el
exceso de eosina.

Sumergir en alcohol absoluto, dos cambios de tres minutos
cada uno.

Sumerdir en xileno, dos cambios de dos minutos cada uno.

Colocar resina sintetica y cubreobjetos.
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TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA PARA CORTES ' DE TEJIDOS POR
CONGELACION ADAPTADA PARA LA ENFERMEDAD HEMORRAGICA VIRAL
DE LOS CONEJOS ( Modif. 26,68)

1. Obtener aproximadamente 1 cm cubico de tejido.

2. Montar en platinas para criotomo y dejar congelar.
3. Realizar cortes de seis micrometros de espesor

4. Fijar en acetona pura durante 15 a 20 minutos.

5. Dejar secar acetona.

6. Aplicar conjugado inmunofluorescente especifico
para E.H.V.C.

7. Incubar por una hora a 37 C en camara humeda.
8. Escurrir conjugado.
9. Lavar con solucién P.B.S. {(pH 7.2).

10. Sumergir en P.B.S. con movimiento constante durante
diez minutos.

11. Lavar con agua bidestilada.

12. Sumergir en agua bidestilada con movimiento constante
durante diez minutos.

13. Dejar secar en medio ambiente.

14. Aplicar una gota de glicerina buferada (pH 8.0) y colocar
cubreobjetos.

15. Observar.
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