DIAGNOSTICO INMUNOHISTOLOGICO DE LA
ENFERMEDAD VIRICA HEMORRAGICA DEL CONEJO

F. Rodriguez*, L. Carrasco*, E. Diaz*¥*, J.B. Poveda***, J. Martin de
las Mulas*, A. Espinosa de los Monteros*, A. Gasca** y A. Fernandez*.

*  Departamento de Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas. Facul-
tad de Veterinaria. Universidad de Cérdoba. 14071-Cérdoba.

** Laboratorio de Sanidad Animal - Cérdoba.

*** Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria. Universidad
de Cérdoba. 14071-Cérdoba.



INTRODUCCION

La presencia del virus de la EVH del conejo ha sido puesta de manifiesto
desde 1988 en Espaiia (1), caracterizdndose 63 por su similitud clinica y lesional
a los brotes de esta enfermedad descritos en otros paises (5, 6). La enfermedad
fue diagnosticada desde un principio mediante técnicas de tincién negativa utili-
zando el microscopio electrénico (8) y la técnica de hemaglutinacién (1), siendo
ambas de gran fiabilidad por la alta tasa de virus en 6rganos como higado y
pulmén. El agente causal ha sido identificado en distintos brotes de la enferme-
dad hemorragica del conejo, aunque no se ha logrado su replicacién “in vitro”,
siendo descrito como un Picornavirus (4), Calicivirus (7) y Parvovirus (9).

Lesionalmente esta enfermedad origina una hepatitis necrética multifocal
muy caracteristica e importante en la patogenia de la enfermedad (6).

La positividad obtenida mediante el empleo de anticuerpos monoclonales
frente a diferentes parvovirus, parece definir al virus causante del brote de esta
enfermedad en México como un parvovirus (3).

En un intento de adaptar una técnica inmunohistolégica fiable sobre material
fijado e incluido en parafina al diagnéstico rdpido de esta enfermedad hemos
desarrollado el presente trabajo.

MATERIAL Y METODOS

A partir de homogeneizados de higados de conejos infectados con el virus de
la EVH, demostrado mediante viroscopia (figura 1) y técnica de hemaglutinacidn,
se inocularon 8 conejos, 5 por via oral y 3 por via intraperitoneal, los cuales se
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TABLA 1.

HIGADO PULMON
IFI IPD IPI ABC IFI IPD IPI ABC
anti-parvo-canino ND ND ++ +++ ND ND + ++
anti-parvo-felino ND + + 4+ ND + + +
anti-parvo-porcino ND ND + ++ | ND ND + +
anti-EVHC +++ . ND; o 4+ ND , ND + +++

ND: No determinado; +: escaso; ++: abundante; +++: muy abundante.

sacrificaron o murieron entre las 24 a 72 horas postinoculacion. Dos conejos
adultos no inoculados fueron utilizados como control.

Se sacrificaron seis conejos tras ser anestesiados con eter, realizdndose la
perfusion vascular con glutaraldehido al 2,5% en tampén fosfato.

Los dos conejos restantes fueron encontrados muertos 48 horas después de la
inoculacién, y las muestras fueron fijadas en formaldehido al 10% en tamp6n
fosfato, se procesaron rutinariamente y se incluyeron en parafina.

Para el estudio inmunohistolégico se emplearon diferentes sueros
hiperinmunes, obtenidos en conejos mediante la inoculacién de vacunas comer-
ciales contra el parvovirus porcino y canino y contra el EVH hasta encontrar
titulos inhibidores de la hemaglutinacién adecuados. Ademads se utiliz6 un suero
hiperinmune comercial anti-virus de la panleucopenia felina producido en ca-
ballo.

Se estudié comparativamente la aplicacién de cuatro métodos
inmunohistoquimicos sobre los pulmones e higados de los conejos inoculados
experimentalmente: inmunofluorescencia indirecta (IFI), inmunoperoxidasa di-
recta (IPD), inmunoperoxidasa indirecta, (IFI) y Complejo Avidina-Biotina-
Peroxidasa (ABC).

La Inmunofluorescencia indirecta se empleé sobre improntas frescas de hi-
gados procedentes de los dos conejos muertos de forma espontdnea. Por otra
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parte, las técnicas de IPD, IPI y ABC se utilizaron en tejidos fijados en
glutaraldebido o formaldehido e incluidos en parafina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados inmunohistoldgicos se muestran en la tabla 1.

Todas las reacciones fueron negativas cuando se aplicaron sobre los conejos
testigos.

La reaccion positiva en el higado, se presentd en la mayoria de los hepatocitos,
tanto en el citoplasma como en el nicleo (figura 2). Igualmente otras células
como las células de Kupffer, células circulantes intrasinusoidales (no bien iden-
tificadas) y células del epitelio de los canaliculos biliares (en el niicleo), también
presentaron inmunoreaccion positiva. En el pulmén el antigeno se observé en el
citoplasma de macréfagos intravasculares (figura 3).

Nuestros resultados muestran una reaccién cruzada similar al emplear dife-
rentes antisueros frente a parvovirus, observacién descrita previamente por otros
autores (3) en el brote de EVH en México. Este fenémeno ha permitido el uso de
estos antisueros para demostrar antigenos del virus de la EVH en tejidos fijados
en glutaraldehido o formaldehido, e incluidos en parafina, utilizando las técni-
cas inmunohistoquimicas descritas anteriormente (2).

Los mejores resultados se obtuvieron con la técnica del ABC, debido a su
capacidad de amplificacién y a la utilizacién del suero anti-EVH como anticuerpo
primario. En este sentido, actualmente se estdn poniendo a punto otras técnicas
con el objetivo de realizar una investigacién mds completa, para establecer la
distribucién de los antigenos del virus de la EVH.
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