SANIDAD

ENFERMEDAD
HEMORRAGICA VIRICA
DEL CONFJOTIPO 2 (VEHEY)

La enfermedad hemorragica del conejo (EHC) es una
enfermedad infecciosa altamente contagiosa, aguday
fatal de los conejos silvestres y domésticos europeos,

producida por calicivirus. Es una enfermedad de
declaracion obligatoria (OMSA, 2023; RD 526/2014)
que esta caracterizada por una hepatitis necrética,
ademas de hemorragias asociadas a otros érganos
como los pulmones, corazon y riflones. La muerte
de los animales se desencadena como resultado de
una coagulacidn intravascular diseminada (CID) y
disfuncion organica generalizada (Calvete et al., 2018).
El control de esta patologia radica en la vacunacién
y el sacrificio, ademas de medidas de bioseguridad,
las cuales son mas dificiles de aplicar en conejos

silvestres.
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AGENTE ETIOLOGICO

a enfermedad hemorragica del
conejo (EHC) est4 causada por
virus de la familia Caliciviridae,
género Lagovirus. Este género
incluye 2 importantes enfermedades
que afectan a los lepdridos: la
enfermedad hemorragica del
conejo y el sindrome de la liebre
parda europea. Los virus del género
Lagovirus se clasifican en distintos
genogrupos y genotipos (por ejemplo,
GL.1, virus clasico de la EHC; GL.2, virus
de la EHC tipo 2) segiin sus relaciones
filogenéticas en base a las secuencias
génicas (le Pendu et al, 2017). El virus de
la enfermedad hemorragica del conejo
(VEHC, o de las siglas en inglés RHDV)
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es altamente contagioso y la enfermedad
es endémica en la mayor parte de
Europa, Asia, norte de Africa y Oceanfa.
El desarrollo de vacunas propici6 que
con una correcta profilaxis vacunal

el riesgo de la enfermedad clasica se
minimizase. Sin embargo, en 2010, en
Francia, se describieron casos de EHC
atipicos, caracterizados por presentarse
en animales vacunados frente al virus
clésico (v) y producir bajas en animales
menores de 3 semanas (le Gall-Reculé
et al., 2011). Las diferencias genéticas

y antigénicas del virus aislado en estos
casos atipicos permitieron describir

un nuevo virus denominado Lagovirus
europaeus/GL.2 (previamente VEHC2,

o RHDV2 por sus siglas en inglés) (le
Gall-Reculé et al., 2013). Actualmente,

este nuevo calicivirus ha reemplazado

al virus “cldsico” GI.1, disemindndose
atodos los paises del mundo donde

hay poblaciones de lagomorfos,

incluido Africa y Oceanfa. La aparicién,
persistencia y diseminacion de GL.2 es
fruto de la recombinacién entre formas
patdgenas y no patdgenas de Lagovirus
(Abrantes et al., 2020). En general, son
virus ARN monocatenarios no envueltos,
resistentes al éter, cloroformo y a bajos
niveles de pH. Son bastante estables,
permaneciendo viables durante semanas
en condiciones adversas de humedad y
temperatura (Abrantes et al., 2012).

INFECCION Y PATOGENIA

Las posibles rutas de transmisién del
virus son la oral, nasal, conjuntival y
parenteral (Figura 1). Los principales
receptores especificos para el virus

se localizan en el tracto respiratorio
superior y el tracto digestivo. En las
infecciones naturales, la ruta oro-fecal
esta considerada la principal ruta

de transmision, aunque debido a la
viabilidad del virus durante prolongados
periodos de tiempo en secreciones y
ambiente, se han descrito practicamente
todas las vias de transmision, incluidos
los ectoparasitos, considerandose un
virus altamente infectivo (Capucci et al.,
2022; Mahar et al., 2020). Una diferencia
importante en la patogenicidad entre
los dos tipos de Lagovirus GI.1 y GL.2
esla edad de los animales susceptibles
de desarrollar la enfermedad. Los
conejos de menos de 5-8 semanas de
edad no son susceptibles de forma
natural a la infeccion por GI.1, mientras
que GIL.2 causa enfermedad y muerte
incluso en gazapos de tan solo 11 dias
de edad (Camacho-Sillero et al., 2019).
Ademas, mientras que las especies de
liebres son naturalmente resistentes al
genotipo clasico GI.1, se han detectado
casos de GI.2 en diferentes especies

de liebres. El periodo de incubacién
oscila entre 12-48 h, pudiendo llegar a
cinco dias. Cuando se emplea la ruta
oral en infecciones experimentales, el
virus se detecta a partir de las 12 h en el
tracto gastrointestinal, principalmente
en los enterocitos y placas de Peyer

del ciego (O’'Toole et al., 2022). El virus
se une a unos receptores especificos
denominados HBGA H tipo 2 presentes
en la superficie de las células epiteliales
de las vias aéreas superiores y del
tracto digestivo (Abrantes et al., 2012).
La expresion de estos ligandos en la



VIRUS
Las posibles rutas de transmision del
virus son la oral, nasal, conjuntival y
parenteral, siendo la principal la
oro-fecal. Dada la alta resistencia del
virus en las secreciones y medio
ambiente, se describen otras rutas
de infeccidn, tanto por contacto
directo con animales infectados
como indirecto

Figural.
Esquema de la patogenia de la enfermedad.

superficie celular se relaciona con

el grado de infeccion, observandose

que una menor expresion se asocia a
animales con menor susceptibilidad
ala infeccién (Nystrom et al., 2011).
Esta disminucidn en la expresion de

los ligandos HGBA también justifica,

en parte, la resistencia a la infeccion

de conejos menores de 2 semanas
(Abrantes et al., 2020). También se

ha sugerido que la respuesta innata
frente al virus es diferente en animales
menores de dos semanas respecto a
animales de mas edad. En los conejos
adultos el componente predominante
en la inflamacién del higado son los
heteréfilos. En cambio, en los conejos
jovenes, menores de 2 semanas, se ha
visto que el componente mayoritario
son los linfocitos, que tienen una
respuesta mas efectiva y especifica que
los heterdfilos. La respuesta innata

en animales menores de 2 semanas
confiere resistencia a la infeccion,

como se demuestra al reproducir la
enfermedad en estos animales cuando se
inmunodeprimen (Marques et al., 2014).
A partir de las 36 h el virus llega al higado
via sanguinea a través de macréfagos. El
virus se replica en el citoplasma de los
hepatocitos localizados principalmente
en areas centroacinares. El nimero de
células infectadas se incrementa con el
curso de la enfermedad alcanzando su
méaximo a las 48h (O’Toole et al., 2022).
Los hepatocitos mueren por fenémenos
de autofagia y apoptosis, contribuyendo

HiGADO
Es el drgano diana. A
partir de las 36 horas, el
virus llega al higado
produciendo  conges-
tion, necrosis y hemo-
| rragias.

BAZO
Cursa con aumento de
tamafio (esplenomega-
lia) y congestion. En
ocasiones es el Onico
hallazgo a la necropsia.

PULMONES

Desde el higado, la infeccion se puede diseminar a
cualquier organo y mostrar congestion y hemorragia como
consecuencia de la coagulacion intravascular diseminada,
afectandose sobre todo los pulmones, asi como, traguea,
bazo, corazdn y rifiones, que daré como resultado la muerte
del conejo por un fallo multiorganico.

auna replicacion y difusién mds efectiva
del virus (Trzeciak-Ryczek et al., 2015;
Vallejo et al., 2014). Desde el higado, la
infeccidn se puede diseminar, a través
de los macréfagos, hacia otros 6rganos.
En el trabajo de O'Toole y colaboradores
(2022) observaron un incremento en los
niveles de citocinas (IL-6, IL-1b y TNF-a),
lo que podria justificar una “tormenta
de citocinas” que desencadena
hipercoagulabilidad, microtrombos,
disfuncién multiorganica, coagulopatia
de consumo con hemorragiay,
finalmente, la muerte.

Diferentes trabajos muestran algunas
diferencias entre la patogenicidad

del virus clasico de la EHC y el actual,
mostrandose menor mortalidad con

el virus GI.2 o VEHC2. Sin embargo,
estas diferencias pueden deberse a
varios factores, como la cepa del virus

y condiciones intrinsecas del conejo
(Abade dos Santos et al., 2020; Calvete et
al., 2018). En general, la morbilidad varia
entre el 30-100% y la mortalidad entre el
40-100% (Abrantes et al., 2012). Aquellos
conejos que desarrollan un pico efectivo
de IgM frente a la propagacion del

virus (72-84 h) pueden recuperarse de

la enfermedad. Esto ocurre porque la
respuesta humoral (con anticuerpos
especificos frente al virus) es la més
efectiva frente a los Lagovirus. Por ello,
los anticuerpos maternos anti-VEHC2,
que son transmitidos a través de la
placenta ylaleche, son esenciales para
proteger a las crias de la enfermedad
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durante las primeras semanas de vida.
Incluso niveles minimos de anticuerpos
especificos en la sangre protegen a los
conejos de EHC (Capucci et al., 2022).
La prevalencia de la enfermedad puede
variar dependiendo de la geografia y de
la estacidn, ya que la temperatura y la
humedad son las variables climaticas
mas importantes. El virus muere antes
en zonas aridas y secas que en zonas
costeras. Normalmente, en animales
silvestres los brotes se producen con
mayor incidencia en los meses mas frios
(entre noviembre y abril) (Camacho-
Sillero et al., 2019). Sin embargo, en
Espaiia, se ha descrito mayor incidencia
de la enfermedad de abril a agosto

que de septiembre a marzo en conejos
procedentes de granjas comerciales
(Rosell et al., 2019).

SIGNOS CLINICOS Y LESIONES

Los signos clinicos y lesiones de ambos
virus son similares. Dependiendo de la
evolucién clinica de la enfermedad, se
describen tres cursos clinicos diferentes
(Marcato et al., 1991): en la forma
sobreaguda los animales infectados

no muestran signos clinicos y mueren
repentinamente, tan solo 12 h después
de la infeccidn. El dnico hallazgo puede
ser congestion inespecifica. Ocurre
cuando la infeccién aparece en una
colonia de conejos donde no estaba
presente el virus. La forma aguda viene
acompariada por anorexia, apatia,
congestion de la conjuntiva palpebral y
signos neuroldgicos como excitacion,
pardlisis y ataxia, principalmente.
También hay signos respiratorios

como tos, disnea, cianosis, descarga
nasal sanguinolenta (epitaxis) y
lagrimeo ocular. Se da en dreas donde
la EHC se encuentra estabilizada y los
conejos siempre presentaran signos
clinicos antes de la muerte. En la
forma subaguda los animales tienen
sintomas ma4s leves y la mayoria de
ellos sobreviven. Puede observarse
ictericia (mucosas amarillentas,
higado amarillento, liquido libre de
color amarillento) debido a la afeccién
hepatica, anorexia y otras lesiones
secundarias a infecciones bacterianas.
Se ha descrito que muy pocos conejos
presentan una forma crénica de

la enfermedad, aunque los signos
nerviosos pueden ser vistos en estadios
tardios, como movimientos de pataleo,
ataxia o comportamiento frenético y
chillidos antes de morir (Abrantes et
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al., 2020). Con la nueva variante GL.2

se han descrito méas casos crénicos o
subclinicos, lo que puede contribuir a

la diseminacion del virus durante mas
tiempo y dificultar su control (Gleeson
& Petritz, 2020). No obstante, algunos
trabajos han demostrado el mismo
numero de casos agudos de ambos virus
en infecciones experimentales (Calvete
etal,2018).

Al realizar la necropsia, las principales
lesiones se observan en higado, pulmén
y bazo (Tabla 1). El aspecto del higado
suele ser palido y de consistencia
friable, con marcado patrén lobulillar
(Figura 2). Puede ir acompaiado de
incremento de sangre (congestion)

lo que le confiere color rojo oscuro y
aumentado de tamario. La principal
lesion histopatoldgica es una hepatitis
necrdtica con hemorragicas multifocales
(Figura 3), producida por una pérdida
de hepatocitos a causa de la apoptosis
inducida por el virus. Otro érgano donde
se aprecian lesiones es el bazo, con
esplenomegalia (aumento del tamaiio
del bazo) y color mas oscuro debido a

la congestion. Una vez se produce la

coagulacidn intravascular diseminada
(CID), muchos 6rganos pueden presentar
hemorragias y congestion, sobre todo
traquea, pulmones, corazon y rifiones,
que dara como resultado la muerte del
conejo por un fallo multiorganico. El CID
se manifiesta a nivel histoldgico por la
presencia de microcoagulos en los vasos
sanguineos de muchos drganos. Ademas,
el agotamiento de los linfocitos T y B,
principalmente en el higado y en el bazo
contribuye a la incapacidad de producir
una respuesta inmunitaria efectivay a
una progresién fatal de la enfermedad en
2-3 dias (Marques et al., 2010).

El tracto digestivo no suele afectarse,
pero se han reportado casos de enteritis
a nivel histoldgico, con necrosis de
enterocitos, sobre todo en el duodeno,

lo que produce pérdida de vellosidades y
depésitos de fibrina (Abade dos Santos
et al., 2020). A pesar de la descripcién
caracteristica de hemorragias en la
enfermedad, no siempre se observa este
hallazgo en casos de EHC aguda. Uno

de los hallazgos clasicos relacionados
con la enfermedad es la descarga nasal
sanguinolenta o epitaxis (Figura 4). Sin

Tabla 1.
LLesiones macroscdpicas y microscapicas observadas en animales en enfermedad hemorrdgica del conejo
ORGANO LESIONES

Aumento de tamafio, con marcado patrén lobular. Coloracién griséceo-
‘ amarillenta y consistencia friable. Infiltraciones de granulocitos, alteraciones

HIGADO . A A . .
degenerativas (vacuolizacion) de los hepatocitos compatible con apoptosis,

activacion de células de Kuppfer.
; Hiperemia de la mucosa, petequias o hemorragias difusas, a veces con
TRAQUEA : .
presencia de espuma sanguinolenta.
Hiperemia, edema pulmonar (espuma en la traquea), hemorragias.

PULMONES Histol6gicamente las hemorragias son intra-alveolares y perivasculares.

En ocasiones se observa bronquiolitis catarral con proliferacion de linfocitos.
Aumento de tamafio, hiperemia y hemorragias. Histol6gicamente las
RINONES hemorragias se observan en los glomérulos y médula renal, con trombos
hialinos (perdida de proteinas), tibulos dilatados, infiltracion linfocitica y
degeneracion del epitelio tubular.
Esplenomegalia (aumento de tamafo), hiperemia y hemorragias. A nivel
BAZ0 histolégico puede observarse cariorrexis en los foliculos con deplecion

linfoide y hemosiderosis (consecuencia de la congestion).

TRACTO DIGESTIVO

Ocasionalmente enteritis y hemorragias en la serosa intestinal.

CAVIDAD ABDOMINAL
Y TORACICA

Ocasionalmente exudado sanguinolento o hemorragias en las serosas.

MUSCULATURA

Petequias en el masculo cardiaco. Histolégicamente puede observarse

necrosis focal en miocardio, alteraciones degenerativas y hemosiderosis.

SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

Congestion y hemorragias en las meninges del cerebro y cerebelo.
Histolégicamente puede observarse encefalomielitis no purulenta de forma

ocasional.

Adaptado de Abrantes et al., 2012.
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embargo, la presencia de sangre en la
cavidad nasal es inespecifica y debe ir
acompafada de otras lesiones tipicas
de la enfermedad, por lo que no puede
descartarse EHC por la ausencia de esta
lesién (Rosell et al., 2019).

DIAGNOSTICO

La historia clinica y el examen post
mortem orientan hacia el diagndstico
de la enfermedad hemorragica del
conejo. El diagnéstico definitivo de
EHC requiere pruebas de laboratorio,
pudiéndose confirmar mediante la
deteccion de antigenos virales en tejidos
de conejos muertos con sospecha de
EHC. La muestra de eleccion es una
muestra del higado, ya que es el 6rgano
diana y donde mas cantidades de virus
podemos encontrar. También se pueden
emplear fluidos corporales. Aunque los
casos se producen mayoritariamente
por el virus GL.2, también se describen
casos esporadicos del virus clasico.
Para diferenciarlos es imprescindible

el diagnostico viroldgico. La técnica
mas empleada para la deteccidn es la
prueba de la polimerasa de transcripciéon
reversa (RT-PCR). También se emplean
técnicas de inmunoensayo ligado a
enzimas (ELISA) o inmunohistoquimica.
El diagndstico seroldgico clasico de

la enfermedad es mas complicado: no
permite diferenciar los virus, existe
correlacion antigénica parcial entre
ambos tipos de virus, la respuesta de
anticuerpos entre conejos es variable

y los conejos pueden estar vacunados
simultdneamente frente a los dos tipos
de virus y luego pueden infectarse de
forma natural. En el laboratorio de
referencia de enfermedad virica de la
Oficina internacional de epizootias
(OIE), se ha desarrollado un ELISA

de competicién (cELISA) especifico
para VEHC2. Esta prueba presenta

una mayor especificidad frente a los
anticuerpos que reconocen este virus,
empleandose para la investigacion
epidemioldgica de poblaciones de
conejos silvestre y conejos comerciales
después de casos de enfermedad
(Capucci et al., 2022). Otras técnicas,
como la microscopia electrénica, que
permite la visualizacién de las particulas
viricas, la hemoaglutinacion, western
blotting o el aislamiento del virus suelen
limitarse a estudios de investigacién
(Rocchi & Dagleish, 2018). Atendiendo
ala afeccién hepatica, causada por la
apoptosis de los hepatocitos y la falta
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Figura2.

Tmagen macroscopica del higado. Presenta un color marron mas claro
de forma difusa y un incremento del patron lobulillar. Estos cambios
profundizan al corte y se corresponden con necrosis y degeneracion.

de regeneracion, aumentan los niveles
de enzimas hepaticas en el suero de los
animales infectados, principalmente
aspartato transaminasa (AST) y alanina
transaminasa (ALT), bilirrubina, gamma-
glutamil transferasa (y-GT), fosfatasa
alcalina (AP) y deshidrogenasa lactica
(LDH) (Trzeciak-Ryczek et al., 2015),
pudiéndose emplear en animales vivos
con sospecha de EHC. Ademas, si se
realiza un leucograma la enfermedad
cursa con leucopenia y trombocitopenia
(Bonvehi et al., 2019).

PREVENCION Y CONTROL

Debido a que no existe tratamiento para
la EHC, las medidas de bioseguridad,
principalmente sacrificio y desinfeccion,
y la vacunacién son indispensables

para el control de la enfermedad,
combinandose con restricciones de
movimiento y conejos centinela para
monitorizar la circulacién del virus.

La inmunidad humoral es el principal
sistema defensivo de los animales
contra la enfermedad hemorragica. Para
prevenir la enfermedad se necesitan
niveles bajos de anticuerpos altamente
especificos y homdlogos para el virus
que causa la infeccién. Debido a que hay
diferencias antigénicas significativas
entre el virus clasico GIL.1y el virus actual
GI.2, aunque hay cierta inmunidad
cruzada (Calvete et al., 2018), las vacunas
desarrolladas frente al virus clasico
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Imagen microscépica del higado de la figura 1. Se observa necrosis centrolobulillar

(senalado con una linea) alrededor de la vena centrolobulillar (*), los hepatocitos se

no funcionan frente al virus actual y
ala inversa, por lo que es necesario

un plan vacunal frente a los dos virus
(Capucci et al., 2022; Rosell et al., 2019).
Se debe considerar, también, el efecto
negativo de la presencia de anticuerpos

Figura4.

Epistaxis. La presencia de sangre en la cavidad
nasal es un hallazgo cldsico relacionado con

la enfermedad, pero es inespecifica y debe ir
acompanada de historia clinica compatible y otras
lesiones tipicas de EHC.

tifien mds rosas (aciddfilos), con rotura de niicleos (cariorrexis) y hemorragia. Las flechas
seialan hepatocitos con degeneracion vacuolar. Imagen ampliada: detalle de la necrosis
delos hepatocitos. Hematoxilina-eosina.

maternos en la eficacia de la vacuna.

La vacunacién de los conejos jévenes
deberia comenzar a los 45-50 dias de
edad (Capucci et al., 2022). En conejos
que no presenten signos clinicos o con
signos subclinicos, se ha demostrado que
la inmunidad adquirida pasivamente
evita la muerte de los animales (Calvete
et al., 2018). La inmunidad aparece

en los primeros dias después de la
inoculacidn y persiste durante meses;
las revacunaciones se suelen hacer con
intervalos de medio afilo. La vacunacion
evita la diseminacion de ARN viral en

las heces de los conejos vacunados,
previniendo la propagacién del virus en
las granjas, al ser las heces la principal
via de transmision de la enfermedad
(Calvete et al., 2021; Sanchez-Matamoros
et al., 2020). Ademds, la vacunacion

de las hembras induce inmunidad
maternal frente a la nueva variante GI1.2
en gazapos, por via transplacentaria,
con una duracién de minimo 28 dias
(Baratelli et al., 2020). En estudios
experimentales se ha observado que
otras infecciones, como la colibacilosis,
pueden influir en la respuesta vacunal,
al producir inmunosupresién y alterar el
equilibrio de citocinas (Eladl et al., 2019).
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