Patología  respiratoria  en  conejos  de  granja

Los conejos de granja son animales muy sensibles a situaciones de estrés, agentes patógenos y a cualquier factor que altere su medio ambiente. Ello se traduce en el desarrollo de procesos digestivos y respiratorios que comprometen la salud y la productividad de la granja.

 La utilización de la inmunoperoxidasa permitió determinar la prevalecía de infección de agentes de difícil aislamiento por cultivo, detectándose antígenos en 45 de los 51 pulmones de animales con clínica respiratoria (88,2 %) y en 13 de los 33 animales sin afección pulmonar aparente (39,3 %). 

Entre los conejos con clínica respiratoria destaca la presencia de Mycoplasmas spp en un 43,1 % de los pulmones afectados, seguido de infecciones víricas, Mixomatosis virus (29,4 %) y Rabbit Haemorragic Disease virus (23,5%). En estas 3 enfermedades se observó claramente una mayor prevalecía de infección entre el grupo de animales con clínica que entre los animales "sanos". La detección de Chlamydia psittaci y Toxoplasma gondii en pulmón fue relativamente elevada tanto para los animales enfermos como sanos, situándose entre el 7,8 y el 18,1%.

Los conejos de granja son animales muy sensibles a situaciones de estrés, agentes patógenos y a cualquier factor que altere su medio ambiente. Ello se traduce en el desarrollo de procesos digestivos y respiratorios que comprometen la salud y la productividad de la granja. Se calcula que en España cerca del 50% de la mortalidad en las explotaciones industriales se produce por trastornos respiratorios, coincidiendo numerosos autores en señalar la gran importancia que cobra Pasteurella multocida en aislamiento único o asociado a Bordetella bronchiséptica. 
Aunque cada día existe más información acerca de los dos principales procesos víricos en el conejo, Mixomatosis y Enfermedad Vírica Hemorrágica (RHD), y se conoce el tropismo de estos virus por el pulmón (Carrasco and others 1991, Chasey 1997), en general no se consideran agentes frecuentes del síndrome respiratorio. Algo similar ocurre con Chlamydia psittaci, a la que se le atribuyen cuadros respiratorios esporádicos y siempre agravados por bacterias contaminantes (Gallazzi 1993). 

El fallo cada vez más frecuente de las terapias antibióticas y de algunas de las vacunas comerciales (Jones 1988), así como los hallazgos de lesiones pulmonares y estructuras microscópicas que no son compatibles con los agentes habitualmente patógenos en el sistema respiratorio, han llevado a diversos autores a la búsqueda de nuevas posibilidades (Jones 1988, Uzal and others 1989, Mbuthia and others 1993, Schoep and others 1993). 

Nuestro laboratorio recibe de forma rutinaria conejos afectados de diferentes patologías, enviados por los servicios veterinarios encargados de las explotaciones. En algunas granjas se han observado animales con importantes síntomas respiratorios que únicamente responden a tratamientos antibióticos de macrólidos, que no mejoran con las vacunaciones habituales (P. multocida, Staphylococcus aureus, RHD o Mixomatosis), y sin sintomatología general en la explotación de RHD o Mixomatosis. El proceso afecta fundamentalmente a conejos mayores de 45 días. 

En la necropsia de estos animales se observan pulmones con áreas de consolidación roja a gris en lóbulos apicales y medios y presencia de abundante exudado seroso y no purulento. Lesiones similares a las causadas por diferentes Mycoplasmas en otras especies animales. De los pulmones no siempre se aíslan bacterias que puedan explicar la clínica respiratoria ni las lesiones. 

Bajo la sospecha de una posible implicación de Mycoplasmas en los cuadros clínicos descritos, se aplicaron las pautas rutinarias de cultivo de Mycoplasmas a los pulmones (Carter and Cole, 1990) obteniendo varios aislamientos de Mycoplasma que hasta el momento no han podido ser identificados, y que se conservan en el cepario del laboratorio (datos no publicados). 

En la actualidad no tenemos conocimiento de ninguna referencia de aislamiento ni prevalencia de infección por Mycoplasma spp. en conejo de granja ni de experimentación, aunque es conocida la importancia de Mycoplasma pulmonis en procesos respiratorios de otros roedores como ratas y ratones de laboratorio y silvestres donde produce el MRM (murine respiratory mycoplamosis, (Davis and others 1985, Koshimizu and others, 1993, Cartner and others 1995), por lo que optamos por ampliar el estudio de la micoplasmosis en conejos a la vez que determinábamos la presencia de otros patógenos pulmonares. 

El objetivo de este trabajo es estudiar la prevalencia de la infección por agentes bacterianos, víricos (virus de la Enfermedad Hemorrágica del conejo, RHDV y virus de la Mixomatosis, MXV), parasitarios (Toxoplasma gondii), Rickettsias (Chlamydia psittaci) y Mycoplasmas en pulmones de conejos de granja, afectados o no por un proceso respiratorio clínico, y empleando como método diagnóstico el cultivo microbiológico y la inmunocitoquímica. 

Material  y  método

Animales 

Durante un período de 5 meses (noviembre-97; marzo-98), se recibieron 84 conejos, de 40 a 60 días de edad procedentes de 54 granjas de engorde ubicadas en 14 provincias de España. Los animales fueron criados en explotaciones industriales con condiciones de alojamiento y alimentación similares. 

De los 84 animales, 51 fueron remitidos con un historial de procesos respiratorios clínicos y 33 con historial de clínica digestiva o cutánea, pero no respiratoria. 

Los animales fueron sacrificados y necropsiados inmediatamente tras la muerte. De cada animal se tomaron ambos pulmones para realizar un estudio microbiológico e inmunocitoquímico. 

En función del historial clínico y de las lesiones macroscópicas observadas en la necropsia, los animales se distribuyeron en dos grupos: 51 (60,7%) conejos "enfermos", con un proceso respiratorio clínico y 33 (39,3%) "sanos" sin clínica respiratoria ni lesiones macroscópicas aparentes en pulmones. 

Cultivo microbiológico 

De cada animal, un fragmento de pulmón fue sembrado en Agar sangre y Agar MacConkey (Oxoid) e incubado aeróbicamente a 37ºC durante 72 horas. Las bacterias aisladas fueron identificadas empleando el sistema API 20E (Biomerieux) o mediante pruebas bioquímicas siguiendo protocolos estándar (Carter y Cole, 1990). 

Preparación  de  las  muestras 

De cada pulmón se seleccionó un fragmento de unos 2 cm2, se lavó con PBS y se obtuvieron células perfundiendo el tejido con una disolución de tripsina (Sigma, T-4549) al 0,1 % en PBS 0,01 M pH 7,2, empleando una jeringa hipodérmica. Las células perfundidas se recogieron en tubos eppendorf de 1,5 ml, se centrifugaron a 1000 x g durante 5 minutos, y se lavaron 3 veces con PBS. 

La población celular se ajustó en cada caso a 5 - 6 x 105 células/ml en cámara de Newbaver y 10 ml de las suspensiones celulares se depositaron sobre portaobjetos multiesferas. Las células se fijaron durante 30 minutos, en una solución de acetona al 20% en PBS 0,01M, pH 7,2 conteniendo 0,1% de Tween 80, y 0,05% Cas-block, (Zymed, 008020). 

Los inhibidores inespecíficos y la peroxidasa endógena se minimizaron con una postfijación durante 10 minutos en peróxido de Hidrógeno al 0,3 %. Tras una serie de lavados en PBS-Tween, se aplicaron 10 ml de la dilución de anticuerpos primarios por muestra durante 1 hora en cámara húmeda a 37 ºC. Como control negativo de la prueba se utilizó suero de conejo libre de Mycoplasma (Sigma S-3509) o diluyente de anticuerpos (PBS 0,01 M pH 7,2) 

Los segundos anticuerpos conjugados con peroxidasa, se aplicaron a las muestras problema y a los controles, con los mismos parámetros de incubación que los primeros. 

Los inmunocomplejos resultantes se revelaron con 9 amino-3 ethyl carbazole (AEC, Sigma A-6926) en Dimethylformamide (DMF, Sigma D-4254), y buffer acetato 50 mM pH 5, aplicado durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. La reacción se detuvo con agua destilada para aplicar una tinción de contraste con Hematoxilina de Mayer (Zymed 00-8001). Las láminas, montadas con GVA (Zymed 00-8000), se estudiaron en microscopía de campo claro a 1000 aumentos. 

Anticuerpos 

Se empleó la inmunoperoxidasa indirecta para la detección en células de pulmón de Chlamydia psittaci, Toxoplasma gondii, Mycoplasma, RHDV y MXV. Los anticuerpos primarios referenciados empleados fueron: 

Anticuerpos policlonales anti Chlamydia género específico (Argene, Biosoft) anticuerpos policlonales anti Toxoplama gondii IgG, (Dako, B-1013); anticuerpos policlonales anti Mycoplasma pulmonis PG34, (Colección de PHLS Aarthus, Londres); anticuerpos monoclonales específicos 1H7 frente a la proteína VP60 del virus de la enfermedad hemorrágica del conejo, (Ingenasa) y anticuerpos policlonales anti papillonavirus BPV-1 género específico, (Dako, B-0580). Los anticuerpos anti papilomavirus género específico se emplearon por la inmunidad cruzada que existe entre el papiloma de Shope y el papilomavirus causante de la Mixomatosis. 

Como segundos anticuerpos se emplearon monoclonales anti IgG de conejo conjugados con peroxidasa (Sigma A-9452, Mab clone GT-34) para M. pulmonis y T. gondii, y Proteína G recombinante -HRPO (Sigma P-8170) para el resto de los anticuerpos (RHD, MX, C. psittaci).

Resultados 

El estudio microbiológico de los 51 conejos "enfermos" revela una gran participación bacteriana en el cuadro respiratorio, con 37 aislamientos bacterianos en 32 animales, destacando por su frecuencia Bordetella bronchiseptica y Pasteurella multocida. En 19 animales no se obtuvo crecimiento bacteriano a pesar de las lesiones pulmonares. (Tabla 1). Todos los aislamientos se realizaron en pureza excepto en 5 casos (Tabla 3). 

No se obtuvo crecimiento bacteriano en los pulmones de ninguno de los 33 animales sin clínica respiratoria.



Tabla 1. Aislamiento bacteriológico en pulmones de conejos con clínica respiratoria. n = 51 animales 

	Aislamiento bacteriológico
	Nº aislamientos
	Porcentaje

	Bordetella bronchiseptica
	20
	39,2%

	Pasteurella multocida
	7
	13,7%

	Staphylococus aureus
	5
	9,8%

	Escherichia coli
	3
	5,8%

	Pasteurella haemolytica
	1
	1,9%

	Streptococcus spp
	1
	1,9%

	No aislamiento
	19
	37,2%


Se consideró un aislamiento positivo cuando se produjo el crecimiento de al menos 5 colonias en cualquiera de los medios empleados. De esta manera se obtuvo un 62,7% de las muestras con infección bacteriana simples o mixtas (32 de 51 pulmones) y un 37,2% de pulmones sin crecimiento (19 de 51 pulmones). 

Las células obtenidas por perfusión de los pulmones fueron una muestra satisfactoria por su cantidad y calidad para los estudios inmunocitoquímicos. Los criterios de positividad se establecieron contra un control negativo, incluido para cada muestra en la misma lámina. Las células no infectadas se observaron de color azul claro. 

Las células infectadas presentaron marcaje específico de color rojo, en concreto, en las células infectadas con C. psittaci y T. gondii, se observó el marcaje en estructuras sólidas, redondeadas u ovaladas en el interior de una bolsa intracitoplasmática; en las células infectadas con Mycoplasmas el marcaje se observó sobre estructuras circulares, con una porción central más densa y un halo claro alrededor, adheridos a la membrana o en el citoplasma celular. 

Las células infectadas con RHDV y MXV se observaron con marcaje rojo, tiñendo el citoplasma, contra un fondo azul claro o incoloro. En el caso de Mixomatosis, la tinción nuclear se consideró resultado de la vacunación de los animales con el virus del fibroma de Shope.

La utilización de la inmunoperoxidasa permitió determinar la prevalencia de infección de agentes de difícil aislamiento por cultivo, detectando antígenos en 45 de los 51 pulmones de animales con clínica respiratoria (88,2 %) y en 13 de los 33 animales sin afección pulmonar aparente (39,3 %). Entre los conejos con clínica respiratoria destaca la presencia de Mycoplasmas en un 43,1 % de los pulmones afectados, seguido de infecciones víricas, MXV (29,4 %) y RHDV (23,5%). 

En estas 3 enfermedades se observó claramente una mayor prevalencia de infección entre el grupo de animales con clínica que entre los animales "sanos". La detección de C. psittaci y T. gondii en pulmón fue relativamente elevada tanto para animales enfermos como sanos, situándose entre el 7,8 y el 18,1%. En la detección de C. psittaci no se encontraron diferencias en grupos, sin embargo destaca la elevada presencia de T. gondii en los pulmones clasificados como "sanos" (Tabla 2). 

Tabla 2. Prevalencia de infección de patógenos detectados mediante inmunoperoxidasa indirecta, en pulmones de conejos con clínica respiratorias y hallazgos anatomopatológicos y en animales sin afección pulmonar aparente. 

	
	Enfermos n = 51
	Enfermos n = 51
	Sanos n= 33
	Sanos n= 33

	
	Positivos
	%
	Positivos
	%

	RHDV
	12
	23,5 %
	1
	3,0 %

	MXV
	15
	29,4 %
	1
	3,0 %

	C. psittaci
	7
	13,7 %
	5
	15,1 %

	T. gondii
	4
	7,8 %
	6
	18,1 %

	Micoplasmas
	22
	43,1 %
	1
	3,0 %

	No detección de antígeno
	6
	11,7 %
	20
	60,6 %


Las asociaciones entre patógenos fueron frecuentes y aunque no se observó ninguna asociación preferente, no se ha encontrando en ningún animal asociación de dos agentes víricos (MXV - RHDV) o de C. psittaci con T. gondii. En 5 animales con clínica respiratoria se encontró una infección bacteriana mixta P. multocida - B. bronchiseptica (3 animales) y S. aureus - B. bronchiseptica (2 animales). 

En 16 animales se detectaron 2 agentes por inmunoperoxidasa (15 pertenecientes a conejos "enfermos" y 1 a un animal "sano"); en 6 de estos 16 pulmones se encontró también participación bacteriana, demostrándose la implicación simultánea de 3 agentes patógenos. En 28 animales con clínica respiratoria donde se demostró por cultivo una infección bacteriana fue posible realizar la detección de al menos otro agente patógeno mediante inmunoperoxidasa (Tabla 3).

Tabla 3: Número de animales en los que a través del cultivo bacteriano e inmunoperoxidasa se detectaron asociaciones de patógenos en pulmón. 

	Asociaciones  detectadas
	Enfermos n = 51
	Sanos n = 33

	Dos agentes bacterianos por cultivo
	5
	0

	Dos antigenos no bacterianos por inmunoperoxidasa
	15
	1

	Agentes bacterianos por cultivo y antígenos por inmunoperoxidasa
	28
	0


Por tanto, entre los animales con lesiones pulmonares (51) se obtuvo un aislamiento microbiológico que pudiese estar relacionado con la clínica en 32 casos; se detectaron patógenos mediante inmunoperoxidasa en 45 casos, en 22 de ellos el patógeno implicado era Mycoplasma spp., y únicamente en 2 animales (3,9%) no se logró un diagnóstico bacteriano, vírico o parasitológico con la combinación de las técnicas empleadas que fuese compatible con las lesiones observadas. 

En 20 de los 33 animales sanos no se encontró ningún tipo de patógenos en pulmón, aunque los 13 animales restantes se detectaron como portadores asintomáticos de agentes potencialmente patógenos.


Discusión
En el estudio realizado se observa que la etiología de las afecciones pulmonares en conejo de granja es múltiple. La combinación de técnicas empleada, cultivo bacteriano + inmunocitoquímica, permitió obtener, en un solo paso, un diagnóstico en el 96% de los animales con clínica y lesiones respiratorias, y permitió la detección de animales portadores asintomáticos. 

En cuanto a la implicación bacteriana, hemos encontrado infección pulmonar por B. bronchiseptica y P. multocida en el 39 y 13% respectivamente de los animales con clínica respiratoria. Estos valores son inferiores a los recopilados por Jones (1988) en conejos industriales que sitúan la prevalencia de estas bacterias, cultivadas a partir de exudados nasales, entre el 31 y el 94% de los animales, aunque se ha descrito que ambos agentes pueden encontrarse en cavidad nasal (P. multocida) o en pequeñas lesiones pulmonares (B. bronchiseptica) de conejos sin producir clínica (Jones 1988, Uzal and others 1990, Al Haddawi and others, 1999). 

La inmunoperoxidasa permitió la identificación directa de RHDV, MXV, C. psittaci, T. gondii y Mycoplasma spp. de forma rápida y específica mediante la utilización de anticuerpos monoclonales y policlonales referenciados, con un coste asequible al emplear un método ultramicro-analítico.

El marcaje con inmunoperoxidasa ha sido utilizado para la detección experimental de B. bronchiséptica en pulmones de conejos con neumonía intersticial (Uzal and others 1990), en la confirmación diagnóstica de RHD (Carrasco and others 1991), en el diagnóstico de Mycoplasmas (Scanziani, 1998) y en modelos de infección por Chlamydia (Fong and others 1997), pero no sabemos que se haya empleado con método diagnóstico de rutina en conejos. 

Mediante la inmunocitoquímica detectamos prevalencias de infección por MXV del 29,4 y 3 % y por RHDV del 23,5 y 3% para animales con clínica respiratoria y aparentemente sanos respectivamente. Estos resultados son similares a los descritos en conejos silvestres por Simón (1998) para Mixomatosis, con una prevalencia global en animales vivos del 22,7%. Sin embargo contrastan con los obtenidos en el mismo estudio respecto a RHD con un 5% de prevalencia global en animales vivos (Simon and others 1998). 

Esta discrepancia puede achacarse a las diferencias del método diagnóstico y al estado de las muestras, ya que en el citado estudio describen una prevalencia de infección del 50,5% en animales hallados muertos. En el 13,2% de los conejos del estudio de Simón (1998) se encontró una infección mixta por ambos virus, hecho que discrepa con nuestros resultados, donde no encontramos pulmones infectados simultáneamente por RHDV y MXV. 

La prevalencia de infección por C. psittaci fue similar en el grupo de animales enfermos (13,7%) y sanos (15,1%), y semejante a su vez a la determinada serológicamente en una explotación italiana con problemas reproductivos (11%, McOrist and others 1987). Cabe destacar que en los animales con clínica respiratoria, C. psittaci se encontró siempre asociada a otro patógeno mayor (P. multocida, B. bronchiseptica, S. aureus o Mycoplasma spp.) que pudiese ser responsable de las lesiones pulmonares, por lo que sería conveniente estudiar si realmente C. psittaci puede considerarse iniciador de lesiones respiratorias como ocurre en otras especies animales (Vanrompay and others 1995), o el pulmón es simplemente un reservorio de Chlamydia sin que ésta intervenga en el sindrome respiratorio. 

Aunque se ha diagnosticado clamidiosis en conejos en España, Francia (Boucher and Nouaille, 1996) e Italia (Gallazzi 1993), hasta el momento no conocemos ningún trabajo que abarque el estudio de la prevalencia y patogenicidad de C. psittaci en conejos industriales. Algo similar ocurre con T: gondii, con una prevalecia en pulmón muy elevada tanto en animales enfermos (7,8 %, siempre asociado a otro agente patógeno) como sanos (18,1%). 

Merece especial atención los resultados obtenidos respecto a Mycoplasma spp.. Por una parte destaca su prevalencia elevada en animales enfermos (43,1%) y muy baja (3%) en animales sanos, lo que es indicativo de una importante implicación en el proceso respiratorio. 

Por otra parte, hasta el momento no conocemos ningún trabajo que haya descrito infecciones naturales por Mycoplasma spp. en conejos de granja ni de experimentación, ni que hayan asociado a los mycoplasmas con el síndrome respiratorio del conejo, a pesar de que el conejo se ha utilizado con frecuencia como modelo en infecciones por mycoplasmas y es el animal de elección para la elaboración de anticuerpos policlonales anti-mycoplasma de diferentes especies (Poveda and Nicholas, 1998), lo que podría indicar que existe una susceptibilidad natural de los conejos a la infección por Mycoplasma spp. 

El hecho de que hasta el momento no se hayan diagnosticado infecciones por Mycoplasma spp. en conejos puede ser atribuido a las dificultades que presenta el cultivo de este microorganismo, ya que tiene requerimientos nutricionales especiales y no se suele incluir en el diagnóstico rutinario dentro de la patología respiratoria cunícula. 

El cultivo se dificulta si, como en el caso de los pulmones de conejo, existe una elevada contaminación bacteriana (P. multocida, B. bronchiseptica, S. aureus). La presencia de tales bacterias puede llevarnos a justificar las lesiones encontradas, por lo que no se plantea la búsqueda de otros posibles agentes como Mycoplasmas que puedan actuar como iniciadores de lesiones sobre las que se asientan posteriormente las bacterias. 
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