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En 1984 se describió por primera
vez una enfermedad epidémica en co-
nejos domésticos de la provincia de
Nanjing de la República Popular China
(16), que causó una alta mortalidad
(470.000 conejos). En Europa se des-
cribió por primera vez en Italia en 1986
(2). A lo largo de dos años siguientes, la
mayoría de paises europeos describie-
ron sucesivamente la misma enferme-
dad (1, 13, 17, 21, 33, 34), en 1988 la
EVH apareció en Mexico donde con
unas fuertes medidas sanitarias se la
consiguió controlar en los dos años
siguientes (13). En España apareció en
1988, y fué descrita por Argiiello y col.
en las provincias de León y Asturias (1).

La denominación de la enfermedad
se mantiene como Enfermedad Vírica
Hemorrágica (EVH) o Enfermedad
Hemorrágica del conejo en la mayoría
de los paises, aunque en ocasiones se
utilicen las siglas de las denominacio-
nes en inglés (VHD y RHD respectiva-
mente).

esférico, sin envoltura y muy pequeño
(23 a 35 nm), con poder hemoa-
glutinante sobre hematíes humanos.

EI aislamiento del virus fué intenta-
do por diferentes autores sin éxito (4, 6,
12, 14). Sin embargo algunos investi-
gadores chinos afirmaron haberlo con-
seguido en una línea celular establecida
preparada por ellos (15).

En nuestro laboratorio hemos reali-
zado la inoculación en cultivos celulares
primarios y en líneas contínuas (Vero,
de epitelio renal de mono verde y Chang-
liver, de hígado de conejo), con un ex-
tracto preparado a partir tle hígado de
conejo infectado de EVH. También he-
mos realizado el cultivo directo de
macrófagos pulmonares y explantes
primarios de pulmón, hígado, bazo y

riñón de conejos infectados con el virus
tle la EVH. En estos estudios, hemos
variado las condiciones de cultivo con
la finalidad tle encontrar un método
adecuado de aislamiento. Los cultivos
se examinaban diariamente y mediante
las pruebas de hemaglutinación (HA),
inmunofluorescencia (IF), inmuno-
peroxidasa (IPO) y ELISA se comproba-
ba si los antígenos víricos se tletecta-
ban en la células o en el líquido de cul-
tivo (Tabla 1).

En estudios paralelos hemos inten-
tado detectar la relación antigénica y/o
patogénica que pudiera existir entre el
virus de la EVH el del parvovirus canino,
felino y el calicivirus felino tanto «in
vitro» como «in vivo» mediante la ino-
culación tle conejos y perros. Los resul-

ASPECTOS ETIOLOGICOS

En la epidemia china, el virus obser-
vado fué descrito como un parvovirus
(16, 36), pero los autores europeos
comprobaron que se trataba de un
calicivirus (7, 10, 24, 26, 27).

Los autores chinos, tras unos años
de tlutlas, han Ilegado a reconocer que
el virus que observó Liu en 1984 es
idéntico al virus que causó la epidemia
en los conejos europeos y que este
virus es un ARN perteneciente a la fami-
lia de los calicivirus. Se trata de un virus

Cultivo celular Chang-liver, (hígado de conejo), tras 66 horas de la inoculación de un
extracto hepático de conejo muerto de EVH.
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Tabla 1.- Diferentes métodos de culiivo y subcultivo en las líneas celulares VERO y
CHANG LIVER inoculadas con virus de la EVH.

VERO inóculo absorción pases ciegos

suspensión ExH simultáneo tripsinización
50 % confluente ExH 1 h/37° C tripsinización
100 % confluente ExH 1 h/37° C cong/descong
100 % confluente ExH-Glu 1 h/37° C cong/descong
100 % confluente ExH 1 h/37°C/500 r cong/descong

CHANG-LIVER inóculo absorción pases ciegos

50 % confluente ExH 1 h/37° C cong/descong
100 % confluente ExH 1 h/37° C cong/descong

ExH: extracto hepático infectatlo con EVH, diluido a 1/100 en Minimum Essential
Metl.; ExH-Glu: ExH con 10 % de glucosa; Cong/descong: congelación- tlesconge-
lación.

tatlos fueron en todos los casos negati- Por otro lado, hemos realizado la
vos. Esto indica que, al menos en nues- infección experimental de conejos con
tras experiencias, no se manifestó nin- el calicivirus atenuado felino (FCV): la
gún tipo tle relación, ni en la composi- experiencia se realizó en once conejos
ción antigénica y en su poder patógeno, de raza Neozelandesa de 3 meses de
entre el parvovirus canino yfelino con el edad. Nueve de ellos fueron inoculados
virus de la EVH ( Tabla 2). con FCV porvía intranasal y tlos conejos

Elcalicivirusatenuadofelinohasitlo no inoculatlos se utilizaban como con-
testado por medio de técnicas de HA e trol.
IHA (inhibición de la hemaglutinación), Se tomaron muestras tle suero de
y ELISA con anticuerpos monoclonales los conejos en los tlías 0, 7, 14 y 30
1 H8 y 6G2 frente a epitopos internos y post-inoculación, en este último día se
externos al virus de la EVH. No hemos realizó una segunda inoculación de FCV.
encontradorelaciónantigénicaentrelos Una semana más tarde se procedió a
dos calicivirus ( felino y de la EVH), en infectar 6 conejos por la vía i.m. con el
las pruebas realizadas en laboratorio. virus virulento de la EVH.

Tabla 2.- Evolución clínica y del estado inmune de los conejos inoculados con calicivirus
atenuado felino.

n° Calcivirus IHA
0, 7, 14, 29 d

Calcivirus
28 d

Desafío EVH/IM 35 d
evolución

1 IN 0 NO M 6° d
2 IN 0 NO M 2° tl
3 IN 0 NO M 5° d
4 IN 0 IN M 7° tl
5 IN 0 IN M 7° d
6 IN 0 IN M 4° d
7 IN 0 IN M 7° d
8 IN 0 IN M 7° tl
9 IN 0 IN V/4096,IHA

10 - 0 - M4°d
11 - 0 - M4°d

Los conejos eran observados dia-
riamente y en los mismos animales que
morían o tras el sacrificio, se procedió a
la realización de la técnica tle HA para
detectar la presencia del virus en los
órganos internos. Las muestras de sue-
ro tomadas se estudiaban metliante I HA
y ELISA.

Los resultados de esta experiencia
ponían de manifiesto que los conejos
inoculados con el FCV no desarrollaban
ningún tipo de respuesta inmune frente
al virus de la EVH, y que cuando eran
desafiados con virusvirulento de la EVH
no estaban protegidos frente a la infec-
ción.

Por otro lado, el FCV no mostró
ningún tipo de acción patógena sobre
los conejos inoculados, que no mostra-
ron ningún tipo de sintomatología du-
rante la experiencia. En consecuencia,
creemos que el calicivirus felino y el de
la EVH no muestran similitud antigénica
y son específicos para la especie habi-
tual tle la que proceden.

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

La epidemiología de la EVH ha resul-
tado especialmente interesante en cuan-
to a que presenta aspectos peculiares
tlifíciles tle explicar.

RESPECTO A LAS ESPECIES AFEC-
TADAS

Hasta el momento presente la EVH
solamenter ha afectado a conejos do-
mésticos y salvajes (Oryctolagus
cuniculus). Diferentes investigadores
han intentatlo la reproducción experi-
mental tle la EVH en caballo, mulo,
asno, vaca, búfalo, cabra, cerdo, perro,
gato, chinchillas, cobayo, hamster, oca,
pollo, pato, rata, ratón, topo y mono, sin
ningún resultatlo positivo (5,18, 23, 25,
28, 32, 37).

Nosotros hemos realizado un estu-
tlio tle detección tlel virus EVH en
zorros salvajes, como principales re-
presentantes tle los carnívoros salvajes
que se alimentan habitualmente tle co-
nejos. También hemos intentado la re-
producción experimental tle la infec-
ción por el virus de la EVH en perros
domésticos para conocer si estos carní-
voros son sensibles o el tipo de papel

IN : intranasal; -: Testigo; M: muerte y tlía post-inoculación; V: vivo; d: días respecto que juegan en la epidemiología de la
a la primera inoculación; N0: no inoculado. enfermedad.
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Tabla 3.- Evolución de los tipos de anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinación tras
la inoculación del virus de la EVH.

Dia post-inoculación cachorro n° 1' cachorro n° 2"

3 20 0
7 160 20
14 80 20
21 80 20
28 160 320
34 160 320

' Inoculatlo por vía intravenosa; " segunda inoculación por vía intravenosa.

EI estudio se Ilevó a cabo sobre 75
hígados de zorros, utilizando la técnica
de Hemoaglutinación, Inmunofluo-
rescencia directa y ELISA. Todos los
zorros dieron reacción negativa con
cualquiera de las técnicas empleatlas en
el estudio, de modo que podemos pen-
sar que los zorros encontrados muertos
en el campo, en zonas en las que existe
la EVH en los conejos salvajes no mue-
ren a causa de esta enfermedad ni pre-
sentan indicio alguno de infección por
este virus.

Paralelamente se realizó la inocula-
ción de dos cachorros de perro con
extracto hepático de conejo muerto de
EVH, utilizando la vía intraocular e
intravenosa. Estos cachorros fueron
observados tliariamente y se les toma-
ban muestras de orina, heces y suero
para comprobar la presencia del virus
de la EVH, utilizando las mismas técni-
cas. Ninguno de ellos desarrolló ningún
síntoma tle enfermedad, sólamente un
ligero aumento de la tasa de anticuerpos
específicos. Este aspecto coincide con
la observación realizada en los zorros,
ya que cuando los cachorros murieron,
tampoco fué posible tlemostrar la pre-
sencia del virus EVH en órganos inter-
nos (Tabla 3).

EI tercer aspecto del estudio fué
realizatlo alimentantlo cachorros de
perro con hígatlos provenientes de co-
nejos muertos tle EVH. Posteriormente
las heces de estos perros fueron inocu-
ladas en conejos sensibles por la vía
i.m. mientras que en otro grupo de
conejos un extracto preparado con es-
tas mismas heces de perros, se impreg-
nó en un algodón y se dejó en proximi-
dad del alimento de los conejos. Como
resultado, los conejos tlesarrollaron la

enfermetlad, o demostraron su reac-
ción al contacto con el virus mediante la
elevación de las tasas de anticuerpos
séricos específicos (Tabla 4).

Como conclusión de esta parte tle
nuestro estudio, se deduce que los pe-
rros pueden ser portadores
asintomáticos del virus de la EVH en sus
heces. Si los carnívoros salvajes pue-
tlen actuar tlel mismo modo que los
perros, podrían ser consideratlos como
una parte importante en la difusión de la
EVH en la naturaleza.

RESPECTO A LA EDAD DE LOS
ANIMALES

Otra particularidad de las caracte-
rísticas epidemiológicas de la EVH es el
hecho de que los gazapos menores de 6
semanas no la padecen en condiciones
naturales ( 3, 8, 14, 37), aunque experi-
mentalmente por inoculación

intramuscular algunos autores la consi-
guieron reproducira los 27 tlías de edad
(19). En contrapartida, la mortalidad
aumenta progresivamente de modo que
cuantlo los conejos alcanzan 9- 10
semanas de edad la mortalidad ascien-
tle a un 70 % (20).

Este extraño comportamiento pató-
geno tlel virus tle la EVH también ha sido
objeto de estudio por nuestra parte.
Algunos autores han hipotetizatlo sobre
su posible relación con la baja presen-
cia de enzimas hepáticos en los gaza-
pos, ya que la enfermedad parecía ma-
nifestarse cuando los gazapos comien-
zan a habituarse a los alimentos sólidos
coincidientlo con el aumento tle las
enzimas transferasas hepáticas (20).
Aunque para otros investigadores, este
comportamiento tendría que estar rela-
cionatlo con latransferencia tle inmuni-
dad pasiva a partir de las madres (14).

En la experiencia diseñada y realiza-
da en nuestro laboratorio trabajamos
con siete camadas de gazapos cada una
de las cuales tenía 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7
semanas de etlad. Totlos los gazapos
fueron inoculados con el virus de la EVH
para determinar el grado tle susceptibi-
lidad a la infección según la edad (Tabla
5), mientras que paralelamente, proce-
dimos a estimular de forma artificial la
actividad enzimática hepática por ver si
realmente esto facilitaba el desarrollo
de la infección en los animales de eda-
des inferiores a las 8 semanas de vida
(Tabla 6).

Imagen característica de un gazapo muerto de EVH tras la inoculación experimental
por vía intragástrica con un extracto hepático virulento.
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Tabla 4.- Evolución de los conejos inoculados con las heces de perros alimentados con hígados de conejos muertos de EVH.

conejo inóculo evoluc. IHA/0° IHA/7° IHA/14° HA ►

1 HC/IM M/5° tl 0 - - +
2 HC/IM M/7° d 0 - - +
3 HC/IM sano 0 5.120 5.120 sano
4 HC/IM sano 0 20.480 20.480 sano
5 HC/IM sano 0 10.240 20.480 sano

6 HC/cont M/5° d 0 - - +
7 HC/cont sano 0 - -` +
8 HC/cont sano 0 160 1.280 sano

9 HI/IM sano 0 0 0
10 HI/IM sano 0 0 0

11 hig/IM M/2° d 0 - - +
12 hig/IM Ef/sano 0 5.120 40.960

': momento de la inoculación tlel virus de la EVH; ► : hígado estudiado por la técnica de HA tras la muerte; cont: por contacto;
evoluc.: evolución clínicatras la inoculación; hígatlo: hígatlo tle conejo infectatlo; HC: heces de perro tras la ingestión del hígado
virulento; HI: heces tle perro antes tle la ingestión del hígado infectado; IM: intramuscular; M: muerte y día de la muerte; Ef:
enfermo.

Preparación de los hematíes humanos
para la realización de la Técnica de
Hemoaglutinación / Inhibición de la
Hemoaglutinación.

En una experiencia paralela, realiza-
mos un tratamiento del virus EVH con el
contenido del estómago y leucocitos de
conejos adultos sanos, antes tle la ino-
culación con la finalidad tle comprobar

si la composición del contenido del es-
tómago o la activitlad de los leucocitos
sobre el virus producían algún tipo tle
alteración estructural o química en el
virus EVH que le facilitara la reproduc-
ción de la enfermedad clínica en los
gazapos.

Nosotros hemos comprobado que
aunque no se ha reproducido la EVH en
forma clínica en los gazapos de edades
inferiores a las 7 semanas, sí son sensi-
bles a la infección, en el sentido tle que
fueron capaces tle permanecer como
portadores asintomáticos y pudieron
transmitir la infección a conejos atlultos
sensibles que vivían próximos a ellos.

Por otro lado, no hemos encontrado
ninguna influencia tlel aumento tle la
activitlatl hepática intlucitla experimen-
talmente o del tratamiento con conteni-
do de estómago y leucocitos de conejos
adultos con la capacidad del virus para
provocarformas clínicas de la infección
en gazapos.

En consecuencia, nuestros resulta-
dos no nos permiten desvelar el tipo de
mecanismo implicado en la resistencia
natural de los gazapos a la enfermedatl
clínica, si bien nos han permititlo cono-
cer la capacitlad de los gazapos
clínicamente sanos para mantener y

transmitir el virus ya que previamente a
la realización de estos estudios no se
conocía la existencia de este tipo de
portatlores asintomáticos de la EVH.
Mientras que la inmunidatl adquirida
tras este contacto con el virus en las
primeras semanas de vida les mantenía
resistentes a la infección por lo menos
hasta las 16 - 20 semanas de edad.

Esto potlría explicar el hecho obser-
vado por algunos investigadores (3,
19), de que en condiciones naturales
algunas madres morían después de
adoptar gazapos procedentes de otras
madres infectadas.

LA TRANSMISION.
Se sabe que la transmisión de la

EVH dentro de una explotación puede
ocurrir por mecanismo tlirecto -intro-
tlucción de animales infectados-, o indi-
recto -hombre, utensilios, aire, alimen-
tos contaminados...-, a pesar de que las
vías de entrada del virus en los anima-
les, y las fuentes tle virus han tardado en
ser conocidas.

Con la finalidad de conocer las ma-
terias que resultan virulentas en los
animales infectados, hemos estudiado
las secreciones ororespiratorias, la ori-
na y las heces tle los conejos infectatlos

24 -
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Tabla 5.- Evolución de las camadas de gazapos de diferentes edades tras la inoculación del virus de la EVH.

Edad Conejo Evoluc IHA/7 IHA/14 IHA/21 IHA/28 IHA/35

1a sem 1 sano 0 0 0 256 256
2 sano 0 2 32 256 128

C-3 sano 0 0 0 64 64
Md-4 M/21 p.i - - - - -

2a sem 5 sano 0 0 0 0 32
6 sano 0 0 0 256 256

C-7 sano 0 0 0 0 8
C-8 sano 0 0 0 8 16

3a sem 9 sano 0 32 512 256 512
10 sano 0 32 128 512 512

C-11 sano 0 0 4 16 32

4asem 12 sano 0 64 512 512 512
13 sano 0 32 256 512 512

C-14 sano 0 0 4 16 16

5asem 15 sano 0 64 256 256 256
16 sano 0 256 2.048 2.048 2.048

C-17 sano 0 0 0 8 16

6a sem 18 sano 0 2 4 4 -
19 sano 0 512 4.096 4.096 -

C-20 sano 0 0 4 64 -

7a sem 21 M/5 p.i - - - - -
22 M/5 p.i - - - - -

C-23 M/5 p.i - - - - -

C: control; `: evolución clínica; M: muerte/día p.i en que ocurre y tílulo HA del hígado; IHA: resultatlos del test IHA expresado
en U. inhibidoras de la H.A.; Md: madre.

Tabla 6.-Evolución de los gazapos tras provocar inmunosupresión e inocularles con el virus EVH.

Conejo 7° d-1 17° tl-1 IHA 13° -28°
dpi

IHA
43 dpi

IHA
58 dpi

1 Ispr* EVH 0 10.240 10.240
2 Ispr' EVH 0 10.240 10.480
3 Ispr" EVH 0 40.960 40.960
4 Ispr* C-F 0 20.480 10.240
5 - EVH 0 10.240 10.240
6 - EVH 0 20.480 40.960
7 - C-v 0 20.480 1.280
matlre - - 0 - -

' inmunosupresión con fenobarbital administrado vía i.p.; C-F: control de la acción del fenobarbital; C-C: control de la camada;
d-v: tlías de vida; IHA: test de inhibición de hemaglutinación (U); pi.: día post inoculación; EVH: desafío por la vía intramuscular
con el virus EVH.
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Tabla 7.- Evolución de los conejos inoculados con heces y orina de conejos infectados de
EVH.

Conejo 2° p.i 3° p.i 4° p.i 5° p.i 14° p.i 15° p.i

H/I M
1 M

2 10.240
3 10.240

H/Ct
4 M

5 M
6 640

H/C
7 sano

8 sano

9 sano

0/IM
10 M

11 M

12 M

0/C
13 sano

14 sano

15 sano

C: controles; Ct: en contacto; H: heces; IM: intramuscular; M: muerte; 0: orina; p.i:
tlía post-inoculación; ": Unidades IHA.

r^, lq, d^. r>, ^, /'q /^, ^
`^ 3̂ L,^J l_•3 L•^ ^ \•.1 ^.•1' 4.i ^ 4^^i ^^
^ ^. 3^, ^ r^ r^,, ^`^ .^ ^̂ ^
`^./ u l,lJ \.^í ^ l•J ^ \•.i <f^ ^ ^ ^ L,s'

r1 ,^ ,^`ti. r'^ i:`^ ^ ^'^ r^ fi`
^^/ d..^ \,^J ^.^ ^ ^-^i ^ l.r ^ `^^.! ^ `•,3^ \^
,^1 ^^"1 ^; ^ Ya /`^^ f° /-^

^:,^,3 ^.e d,^^+' ^1' ^,^;•' \.^' ^.r' ti,,.:i'' ^

".1 /'^^^ 1^.. f ,•. r..^ ^• /̂^} ,r,1;. ^:
^..^ ^ ^ ^.: ^, , ^.> ^ ^. ^ ^,.^ ^
t^1. ^ r,^ ^ r^1 r^1 rá P`: .. :.. : i+:^ `\.: ^..^ ^J ^! ^ 3 l.' `i ^.:

r^^_ ^i^.: ^:` r.=. :' :'^_. :^. ;°^.J^ ,^..^ a,W^ °r^d' o.^ ^ ^..- ^..^r ^,^^ ^,^^.

r, ^,1 f^. :^ , ^: . `:`., :^., :^. :^.

Microplaca conteniendo diversas diluciones de extractos orgánicos
mediante la técnica de Hemoaglutinación.

estudiadas

experimentalmente con el virus de la
EVH para comprobar si tenían el virus y
eran capaces de reprotlucir la infección
en conejos sensibles, utilizando técni-
cas de HA y ELISA para detectarlo.

Parte de las muestras orores-
piratorias dieron resultado positivo con
ambas técnicas mientras que la orina y
heces fueron negativas.

A pesar de los resultados negativos
se realizó la inoculación experimental a
conejos sensibles con extractos prepa-
rados a partir de estas mismas heces y
de la orina, y se logró reprotlucir la EVH
con similares características a las que
presenta en la infección natural (Tabla
7).

En consecuencia hemos demostra-
tlo la importancia de las secreciones
ororespiratorias, de la orina y de las
heces en la transmisión de la EVH. Lla-
ma la atención el hecho tle que las
técnicas habituales de estutlio no hayan
sido capaces de detectar la presencia
del virus. Nosotros creemos que esto
puede ser debido a que el virus se
encuentra en muy bajos títulos en las
heces de los conejos infectados. Sin
embargo, estos títulos son suficientes
para provocar la infección en los cone-
jos sensibles, ya que como pudimos
comprobar en una experiencia anterior
(22), la dosis mínima necesaria para la
reproducción experimental de la EVH
porvía aerosol o i.m. es muy baja (valo-
res de 8 y 4 unidades hemoaglutinantes
respectivamente).

Otro aspecto importante en latrans-
misión es la vía de entrada del virus en
los conejos sanos. La observación tle
casos de infección natural permitían
dedudir que la vía aerógena o respirato-
ria sería un modo tle transmisión pre-
dominante en explotaciones intensivas
(30). Sin embargo, también se ha sos-
pechado que la trasmisión se puetle
producir a través del alimento contami-
nado con secreciones o excreciones
procetlentes de conejos infectatlos (21).

En este sentido otra de nuestras
experiencias se planteó con el objetivo
de determinar si la vía digestiva repro-
duce la EVH de modo consistente. Con
esta finalidad realizamos la inoculación
intragástrica ( I.G.) en diez conejos me-
diante una suspensión obtenida a partir
tle un extracto de hígado tle conejo
infectado con el virus tle la EVH (Tabla
8).
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Tabla 8.- Evolución de los conejos inoculados por vía intragástrica con virus de la EVH. 7° día, cuando al día siguiente la orina

Conejos 1° p.i 2° p.i 3° p.i 4° p.i 7° p.i. 14 p.i

1 M
2 M
3 M
4 M
5 M
6 M
7 M
8 M
9 hepatitis 10.240
10 20.480

CD-1 M
CD-2 M
C-1 M
C-2 sano

C-1 y C-2: conejos no inoculados en proximitlad a inoculados; CD-1 y CD-2: control
del virus de desafío; UIHA: unidatles inhibidoras de la HA. M: muerte; p.i: tlía post-
inoculación.

Microplaca ELISA indirecto con muestras de suero de los conejos vacunados de EVH.

Se realizó la observación clínica tlia-
ria tras la inoculación. Los conejos que
sobrevivieron más de 14 días post-ino-
culación fueron sacrificados y en todos
los conejos se recogió el hígatlo para su
diagnóstico.

Paralelamente se realizó extracción
de sangre los tlías 0, 7 y 14 post inocu-
lación (p.i.), para posterior análisis tlel

carecía de bilirrubina, se apreció ane-
mia y se recuperó totalmente, pese a los
altos niveles tle anticuerpos (IHA y
ELISA), mientras el restante no mani-
festó sintomatología alguna pese a los
altos anticuerpos a los 14 días de la
inoculación I.G. (título 20.480 UI HA).

EI conejo testigo próximo al que
desarrolló la forma de hepatitis sub-
agutla murió al 2° día con un cuatlro
agudo tle EVH. EI segundo conejo testi-
go había permanecido en jaula aislada,
en proximidad al resto de los conejos
inoculados; presentó síntomas de EVH
al 5° tlía de permancia junto a los cone-
jos inoculados, y murió a las 48 horas.

Respecto a la vía intragástrica, he-
mos observatlo que resulta eficaz para
reproducir la enfermedad, lo que indica
que el virus de la EVH mantiene su
viabilidad después del proceso de la
digestión.

En los primeros años tras la apari-
ción de la EVH (9, 11) se realizaron
estudios epitlemiológicos en Italia so-
bre la evolución que había tenido al
enfermedatl en una explotación y Ilega-
ba a la conclusión de que la única vía de
entrada de la infección en la explotación
tenía que haber sido a través del forraje
contaminatlo. En esas publicaciones
solamente se pudo suponer que la vía
tligestiva potlría haber intervenido en el
desarrollo tlel proceso, sin embargo no
se pudo tlemostrar fahacientemente.
Nosotros, en nuestra experiencia he-
mos confirmado experimentalmente
esta sospecha, si bien creemos que una
vez la EVH se ha presentado en una
explotación industrial, la vía más efecti-
va en la difusión de la EVH es el contacto
aerógeno por aerosol.

Por el contrario, en contliciones de
vida silvestre o en pequeñas explotacio-
nes familiares, pensamos que tanto la
vía aerosol como la digestiva pueden
tener similar importancia en la difusión
y transmisión de la EVH.

suero por IHA; de los 10 conejos inocu-
latlos por vía I.G., uno murió con un DIAGNOSTICO
cuatlro sobreagudo de EVH a las 24
horas p.i., 5 murieron a las 48 horas p.i.,
otros tlos fallecieron un cuadro agudo a
las 72 horas y 92 horas p.i.; y de los
restantes uno desarrolló una hepatitis
sub-aguda, con inapetencia, tristeza y
sin defecación, de la que se recuperó al

EI diagnóstico de la EVH se basó
inicialmente en la prueba de la
hemaglutinación (HA) con glóbulos ro-
jos humanos y en la observación tle la
partícula vírica mediante inmu-
nomicroscopía electrónica (35).

^^
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Tabla 9.- Título hemaglutinanie de vacna completa, sedimento y líquido de suspensión, tras someterlos a diferentes tratamientos.

Tratamiento Sedimento Sobrenadante

Sin tratar (completa) 32 32
Sonicatla (completa) 32 32

Congelada/tlescongelada (id) 32 32
Centrifugada 128 0
Congelada/descongelada/centrifugada 256 0
Sonicada/centrifugada 512 0
Centrifugada+ congelada/descongelada 256 0
Congelada/descongelada+ sonicada+ cetrifugada 1.024 0

congelada/tlescongelatla 3 veces

Posteriormente se han utilizado téc-
nicas más sencillas, rápitlas y de alta
fiabilitlad -principalmente ELISA- (3, 29).
la detección de la respuesta inmune de
los animales, ya sea frente a la infección
o frente a la inoculación de una vacuna
también se comenzó con la utilización
tle la técnica de Inhibición tle la
Hemaglutinación ( IHA) aunque actual-
mente ha quedatlo sustituida por la téc-
nica ELISA en método indirecto (3).
Dentro del conjunto tle nuestras expe-
riencias hemos realizado una compara-
ción tle la fiabilidad de los resultados de
las técnicas de inmunofluorescencia
directa ( IFD), HA, ELISA ( tanto directo
como indirecto) e IHA.

La técnica IFD resultó más sensible
y menos específica que la HA, aunque
ambas mostraron un valor elevado (>
90 %).

Tanto la técnica IHA como ELISA
fueron capaces de detectar positividad
en totlos los conejos vacunados, sin
embargo mostraron una baja correla-
ción en cuanto a los títulos alcanzados
por los sueros en cada una de las técni-
cas. Sin embargo en animales infecta-
dos de forma natural, la técnica tle IHA
se ha mostratlo menos sensible que la
ELISA ( 3, 12).

ASPECTOS PROFILACTICOS

A la hora de prevenir la aparición de
la EVH las principales medidas se han
basado en la desinfección y aislamiento
de las explotaciones afectadas, y en el

uso tle la vacuna elaboratla a partir de
extractos tle órganos de conejos muer-
tos de EVH inactivatlos. Esta vacuna fué
tlesarrollada inicialmente por los inves-
tigadores chinos (16), y posteriormen-
te por otros equipos, entre los que se
encuentran los españoles (1).

La inactivación se consigue mediante
formaldehido o beta-propiolactona, y
se han combinado con atlyuvantes como
el hidróxido de aluminio o el aceite
mineral. Cualquiera tle estas vacunas
resultaron eficaces, dando protección
tlesde la primera semana post-vacuna-
ción, y mantenientlo tlicha inmunitlatl al
menos durante 8 ó 10 meses.

En los primeros momentos tras la
aparición de la EVH en España la utiliza-
ción masiva de la vacuna se realizó
como una meditla de urgencia de modo
que el protlucto vacunal empleado fué
poco estudiado, es por eso que aún
sabiendo que la vacuna ayudaba de
forma efectiva a controlar la enferme-
dad, se conocían pocos tlatos sobre sus
posibles efectos secuntlarios o sobre la
tluración real de la inmunidad.

Hemos realizado una serie de trata-
mientos físicos de la vacuna inactivada
con la finalidad de comprobar si el pro-
ducto vacunal era inocuo, ya que sabe-
mos que las vacunas inactivatlas de
EVH presentan un título hemaglutinante
residual.

Sometíamos la vacuna a un proceso
deseparación porcentrifugación,acon-
gelación-descongelación y/o sonica-
ción, de este motlo obteníamos por un

latlo el aumento del título HA y por otro
lado quedaba por saber si ese aumento
tenía lugar en forma de partículas
infectantes (Tabla 9).

Para tlemostrarlo inoculamos por
vía i.m. la suspensión tle los extractos
vacunales en conejos sensibles a los
que se les realizó un seguimiento clíni-
co y serológico.

Tanto la sonicación como la conge-
lación-tlescongelación no protlujeron
variación alguna del título hema-
glutinante, que únicamente aumentó al
centrifugar, debido a la concentración
que se protlue en este tratamiento.

A continuación se inocularon dos
conejos con el sedimento de la vacuna
congelatla/descongelada tres veces,
sonicada y centrifugada y se dejó un
testigo sin inocular. Ninguno de ellos
manifestó síntomas de la enfermedad
en los 14 tlías siguientes a la inocula-
ción y presentaron un importante au-
mento tlel título IHA (10.240 y 20.480),
en los dos conejos inoculados mientras
que el testigo permanecía negativo. Es-
tos resultados indican que el título de
partículas hemoaglutinantes que se tle-
tectan en la vacuna, incluidas las partí-
culas que se encontraban ocultas, -
probablemente en células del órgano
con en que se elabora-, carecen de
efecto patógeno sobre los conejos sen-
sibles.

También hemos realizado un estu-
tlio, que fué motivo de una publicación
anterior (31), en el que se demostraba
que la vacuna inactivada confería pro-
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tección a las conejas desde títulos
séricos > 20 UIHA, con una media de
persistencia de los anticuerpos de 7
meses. Asimismo, se observó que los
títulos inferiores podían dar lugar a la
aparición de formas crónicas y que el
contacto posterior al virus de los cone-
jos vacunados con el virus virulento
aumentaba de modo importante la du-
ración de la inmunidad.
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