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Resumen

1. RESUMEN

El huron doméstico (Mustela putorius furo) es una especie con importancia como mascota y
como animal de experimentacion. La susceptibilidad de los hurones a las enfermedades viricas es
notable, y durante las ultimas décadas esta especie se ha utilizado para investigar diferentes
aspectos de algunas enfermedades de interés humano y veterinario, como la influenza, el
moquillo o la enfermedad aleutiana. Se han realizado y publicado numerosos estudios
experimentales sobre enfermedades viricas en hurones; sin embargo, poco se ha descrito sobre la
ocurrencia espontanea de estas enfermedades. Esta tesis doctoral describe las caracteristicas
clinicas y patologicas observadas en hurones infectados de forma natural con el virus del
moquillo canino (CDV), el coronavirus sistémico de los hurones (FSCV) y el virus de la
enfermedad aleutiana (ADV). Las principales conclusiones de esta tesis se describen aqui:
Primera, se describe un estudio original sobre un brote de moquillo que ocurrié en la ciudad de
Barcelona. Segunda, se describe una nueva enfermedad en hurones causada por un coronavirus
sistémico. Tercera, se presentan los hallazgos histologicos de hurones clinicamente sanos
infectados por ADV. Esta tesis contribuye con informacién unica no descrita anteriormente sobre
la infeccion en hurones con CDV, FSCV y ADV. Todos estos hallazgos han sido publicados, o
estan en vias de publicacion, en revistas de reconocido prestigio y debe tenerse en cuenta por

investigadores y veterinarios que trabajen con hurones.



Resumen

ABSTRACT

The domestic ferret (Mustela putorius furo) is an important household pet and research animal
model. Susceptibility of ferrets to viral diseases is significant, and over the last decades this
species has been used in research to study different aspects of some diseases of special interest
for human and veterinary medicine, such as influenza, distemper and Aleutian disease. Multiple
experimental studies have been done and published about viral diseases in ferrets; however, little
has been reported about the spontaneous occurrence in nature. This doctoral thesis describes the
infection, the clinical outcome and the macroscopic and microscopic lesions observed in ferrets
naturally infected by canine distemper virus (CDV), ferret systemic coronavirus (FSCV) and
Aleutian disease virus (ADV). Main conclusions are summarized here: First, an original clinical
study of a distemper virus outbreak in ferrets that occurred in Barcelona is referenced. Second, a
novel systemic disease in ferrets caused by a coronavirus is described. Third, new histological
and immunohistological findings are presented in non-symptomatic ADV-persistently infected
ferrets. This thesis contributes with new and previously not described clinical and pathological
findings in ferrets naturally infected by CDV, FSCV or ADV. All these findings are or will be
published in peer review scientific journals and should be taken into consideration by researchers

and veterinarians working with ferrets.
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2. INTRODUCCION

El huron doméstico (Mustela putorius furo) es una especie con importancia como animal de
compafiia (mascota) y de experimentacion. Los hurones son muy susceptibles a las enfermedades
viricas, particularmente al moquillo canino, y han sido utilizados como modelos experimentales
para la influenza, el sarampiéon y el Sindrome Respiratorio Agudo Grave (Severe Acute
Respiratory Syndrome: SARS) (Fox et al., 1998; Kiupel y Perpifidn, 2014). La mayor parte de la
informacion de estas enfermedades viricas se ha obtenido a partir de infecciones experimentales
en hurones, pero son mucho mas escasos los datos clinicos y patologicos en infecciones naturales
espontaneas. La presente tesis tiene como objetivo general contribuir en este sentido al
conocimiento de las infecciones viricas espontaneas en hurones (moquillo canino, enfermedad

aleutiana y enfermedad por coronavirus sistémico del huron).

2.1. Moquillo canino

El wvirus del moquillo canino (Canine Distemper Virus: CDV) pertenece al
género Morbillivirus en la familia Paramyxoviridae; otros virus que también pertenecen a este
género son el virus del sarampion, el virus de la peste bovina, el virus de la peste de los pequefios
rumiantes, el virus del moquillo de las focas, el morbillivirus de los delfines, el morbillivirus de
las marsopas, el morbillivirus equino y el morbillivirus porcino (Appel, 1987; Fox et al., 1998;
Greene y Appel, 2006). El CDV es relativamente grande, con un didmetro variable y ARN de
una sola cadena (Greene y Appel, 2006). E1 CDV es susceptible a la luz ultravioleta, al calor y a

la desecacion; sin embargo, puede sobrevivir durante semanas a 0°C (Greene y Appel, 2006).
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El CDV causa el moquillo canino (Canine Distemper: CD), una enfermedad sistémica
contagiosa, aguda o semiaguda, que afecta a carnivoros terrestres de las familias Canidae,
Mustelidae y Procyonidae (Appel, 1987; Fox et al., 1998; Roscoe, 1993). Otras familias del
orden Carnivora pueden sufrir CD con menor frecuencia, como Felidae, Viverridae,
Herpestidae, Ailuridae, Ursidae y Hyaenidae (Appel, 1987; Appel y Summers, 1995; Greene y
Appel, 2006; Lopez-Pena et al., 2001; RoelkeParker et al., 1996). Ademas, la enfermedad
causada por CDV se ha descrito en pangolines (orden Pholidota, familia Manidae), pécaris
(orden Artiodactyla, familia Tayassuidae), macaco Rhesus (orden Primates, familia
Cercopithecidae) y algunas especies de focas y leones marinos (orden Pinnipedia, familias
Phocidae y Otariidae) (Appel et al., 1991; Barrett et al., 2004; Chin et al., 2008; Greene y
Appel, 2006; Sun et al., 2010). El virus tiene un serotipo y diversas cepas; la gravedad de la
enfermedad depende de la cepa y de factores intrinsecos al hospedador, como la especie y la

inmunocompetencia (Fox et al., 1998; Greene y Appel, 2006; Stanton et al., 2003).

La transmision del CDV se produce principalmente por aerosol o secreciones/exudados orales,
respiratorios u oculares que contengan el virus (Williams, 2001). La transmision por piel, heces u
orina se considera menos importante; la transmision transplacentaria se ha documentado en
perros, pero no en hurones (Williams, 2001). Para la transmision del CD se necesita una
asociacion cercana entre animales infectados y susceptibles, debido a la relativa fragilidad del

CDV en el ambiente (Williams, 2001).

El periodo de incubacion varia aproximadamente entre una semana a un mes o mas (Williams,
2001). La duracion del curso clinico también depende de muchos factores y varia de una a seis
semanas, con recuperacion o muerte (Williams, 2001). La excrecion virica ocurre también en la
forma subclinica, y el virus se puede eliminar desde el dia 7 post-infeccion (p.i.) hasta el dia 90
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p.i. (Williams, 2001); sin embargo, los periodos de eliminacién mas cortos son mas frecuentes
(Greene y Appel, 2006). El contacto entre animales recientemente infectados (con enfermedad
subclinica o clinica) mantiene el virus en una poblacion, y la presencia constante de cachorros

contribuye a mantener una poblacion susceptible a la infeccion (Greene y Appel, 2006).

En areas endémicas con elevadas densidades de perros, la enfermedad clinica se observa
frecuentemente en cachorros tras la pérdida de la inmunidad maternal, a los 3-6 meses de edad.
En poblaciones aisladas de perros, el moquillo es epidémico y los brotes pueden ser graves,

diseminados y afectar a todas las edades (Greene y Appel, 2006; Williams, 2001).

La inmunidad obtenida por las cepas virulentas de CDV es prolongada y podria durar de por
vida, aunque la vacunacion no es capaz de llegar a este nivel de proteccion (Greene y Appel,
2006). Sin embargo, la inmunidad en animales que han superado la infeccion puede
comprometerse si se exponen a una cepa altamente virulenta o a una alta cantidad de virus, o en
casos de situaciones con compromiso inmunologico o estrés (Greene y Appel, 2006). Se estima
que entre el 25 y el 75% de los perros susceptibles se infectan de forma subclinica y eliminan el

virus de su organismo sin mostrar signos de enfermedad (Greene y Appel, 2006).

Los signos clinicos de la enfermedad dependen de la especie, la cepa de virus, la
inmunocompetencia del hospedador, etc. Generalmente, es una enfermedad sistémica que afecta
principalmente a la piel, al sistema respiratorio y al sistema nervioso central (Greene y Appel,
2006). Los signos clinicos incluyen depresion, exudado nasal mucopurulento, tos, fiebre,
anorexia, vomito, diarrea, comportamientos anormales, convulsiones, signos vestibulares y
cerebelares, hiperqueratosis de la piel (almohadillas plantares, parpados, labios, ano) y prurito
(Williams, 2001). Los cambios en los valores hematolégicos y bioquimicos son inespecificos,

aunque es frecuente observar linfopenia (Greene y Appel, 2006; Williams, 2001).
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El diagnostico se realiza generalmente en base a la historia clinica, los signos clinicos y una
prueba de fluorescencia a los anticuerpos realizada sobre frotis de secreciones conjuntivales o
respiratorias (Greene y Appel, 2006; Williams, 2001). Otras técnicas diagnosticas, como la
inmunohistoquimica, la PCR, la medicion de anticuerpos sanguineos o el aislamiento virico son
igualmente validas, aunque no se utilizan con tanta frecuencia (Greene y Appel, 2006; Williams,
2001). La necropsia puede mostrar atrofia del timo en animales jovenes, neumonia intersticial y
lesiones relacionadas con los signos clinicos (Greene y Appel, 2006). Los cambios histologicos
mas representativos son neumonia (desde neumonia intersticial hasta bronconeumonia
supurativa), deplecion linfoide, meningoencefalitis, degeneracion neuronal y desmielinizacion
(Greene y Appel, 2006; Williams, 2001). Los cuerpos de inclusion intracitoplasmicos y/o
intranucleares se pueden observar en células epiteliales, neuronas y células de glia (Greene y

Appel, 2006; Williams, 2001).

Entre las especies susceptibles al moquillo, el hurdn es de las que presenta una mortalidad mas
alta (cerca del 100%) (Williams, 2001). En esta especie, a los dos dias tras la infeccion
experimental ya se puede detectar el virus en sangre, mucosa nasal, pulmon, bazo y linfonodos
cervicales (Fox et al., 1998). La viremia persiste hasta que el huréon muere o el virus es
neutralizado por los anticuerpos (Fox et al., 1998). El CDV tiene efectos inmunosupresores ya
que produce deplecion linfoide y linfopenia (Fox et al., 1998; Greene y Appel, 2006). La

infeccion transplacentaria no se ha demostrado en hurones (Fox et al., 1998).

Existen muchos estudios experimentales de moquillo canino en hurones. Estos trabajos
demuestran periodos de incubacion de 4-10 dias, con una alta mortalidad, que ocurre a los 5-28
dias después del inicio de los signos clinicos. Los animales afectados generalmente desarrollan

una enfermedad sistémica con signos respiratorios, dermatologicos y neurologicos. Los primeros
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signos son anorexia, pirexia, fotofobia y secrecion nasal serosa. En la zona de la barbilla aparece
una lesion eritematosa y pruritica que luego se extiende también a la zona inguinal. El exudado
oculonasal seroso evoluciona a mucopurulento y termina formando costras en los labios, la nariz,
la barbilla y los ojos; los parpados generalmente se quedan cerrados y no se pueden abrir. La
hiperqueratosis de las almohadillas plantares es una lesidon que no se observa en todos los casos.
Las infecciones respiratorias bacterianas secundarias también han sido descritas como parte del
proceso de enfermedad en el que el hurén puede morir o vivir lo suficiente para desarrollar
signos neurologicos (Crook et al., 1958; Davidson, 1986; Evermann et al., 2001; Fox et al.,
1998; Gill et al., 1988; Gorham, 1999; Jones et al., 1997; Kauffman et al., 1982; Kilham et al.,
1956; Rosenthal, 2004; Shen y Gorham, 1978; Stanton et al., 2003; Stephensen et al., 1997; von
Messling et al., 2003; Wimsatt et al., 2001). La enfermedad tiene una prevalencia baja en

aquellos paises que vacunan de forma adecuada (Blair et al., 1998; Fox et al., 1998).

La mortalidad en hurones con signos clinicos de moquillo e infectados con cepas de alta
patogenicidad se aproxima al 100% segtn la bibliografia (Fox et al., 1998; Rosenthal, 2004), si
bien la infeccion con cepas menos patogénicas produce una mortalidad significativamente menor
(Kauffman et al., 1982). Ademas de la cepa, factores como la edad, el estado inmunolégico del

hurén, la dosis infectiva y la via de infeccion condicionan el resultado final de la enfermedad.

El tratamiento debe considerarse en cualquier hurén con moquillo, aunque es improbable que los
casos graves o aquellos con signos neurologicos respondan al tratamiento (Evermann et al.,
2001). La terapia debe incluir siempre antibidticos de amplio espectro, pues las infecciones
secundarias son frecuentes (por ejemplo, las bronconeumonias) (Fox et al., 1998; Rosenthal,
2004). Es recomendable seleccionar el tratamiento antimicrobiano en base a cultivo y

antibiograma de muestras obtenidas por lavado traqueal. Simultdneamente, se ha recomendado
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la administracién de vitamina A a dosis de 50.000 UI (15 mg) de palmitato de retinol IM SID en
dos tratamientos, ya que un estudio demostré que reduce la mortalidad en hurones con moquillo
canino (Rodeheffer er al., 2007). Hay que indicar que este trabajo se realizé en hurones con una
hipovitaminosis A inducida, lo que puede no ser el caso en infecciones espontaneas; la
administracion de dos dosis de vitamina A también ha resultado eficaz para reducir la mortalidad

en personas con sarampion (Sudfeld ef al., 2010).

Hace décadas se sugirid que altas dosis de vitamina C eran muy eficaces para el tratamiento del
moquillo en perros (Belfield, 1967). En ese articulo, todos los perros afectados por moquillo (12
animales) fueron tratados con vitamina C (a dosis de 1 g IV SID por 3 tratamientos) y todos se
recuperaron de la enfermedad (Belfield, 1967). Aunque los resultados de este articulo son
dificiles de aceptar actualmente, se puede intentar un tratamiento con vitamina C (reduciendo las
dosis de forma adecuada para hurones), pues es poco probable la toxicidad por este tratamiento.
El suero hiperinmune contra el moquillo canino también puede ser util (Lewington, 2007), pero
su disponibilidad comercial es muy escasa. El soporte nutricional (con dietas facilmente
digeribles, aminoacidos y electrolitos) es importante en los casos clinicos, pues los hurones con
moquillo pierden el apetito y desarrollan un pobre estado nutricional, lo que reduce la funcién
inmunitaria y no les permite luchar adecuadamente contra la enfermedad. Mantener hidratados a
los hurones es de vital importancia (Davidson, 1986). Otros tratamientos sintomaticos con
antinflamatorios o broncodilatadores pueden estar indicados en algunos casos. Es obligatorio el

aislamiento de los hurones afectados (Fox et al., 1998).

La vacunacion se puede utilizar como tratamiento ante un brote de moquillo, pero es necesaria la
aplicacion temprana de una gran cantidad de virus vacunal para lograr este efecto terapéutico

(Burger y Gorham, 1964). El tiempo requerido para el desarrollo de este efecto es inversamente
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proporcional a la dosis de virus vacunal, y a medida que pasa mds tiempo entre la infeccion y la
vacunacion, se necesitan dosis mas altas de virus vacunal y el indice de supervivencia es menor
(Burger y Gorham, 1964). La vacunacion no suele ser eficaz si han transcurrido mas de 48 horas
entre la infeccion y la vacunacion, o en el caso de que la cantidad de virus infectivo sea muy alta
o la cantidad de virus vacunal demasiado baja (Burger y Gorham, 1964); sin embargo, la
vacunacion en estas situaciones puede retrasar el inicio de los signos clinicos y prolongar el
curso de la enfermedad (Burger y Gorham, 1964). De todos estos datos se deriva que la

vacunacion no es eficaz una vez que el hurén ha empezado a mostrar signos clinicos.

La vacunacion contra el CDV ha sido muy eficaz en hurones y ha producido una disminucion de
los casos clinicos de esta enfermedad en muchos paises. Las vacunas inactivadas inducen una
proteccion menor que las vacunas atenuadas (Pavlacik et al., 2007; Williams et al., 1996) y por
lo tanto no se suelen utilizar. Las vacunas vivas modificadas que se han originado a partir de
perros o visones pueden producir enfermedad en hurones (Davidson, 1986; Gill et al., 1988) y
por lo tanto tampoco se utilizan. Las vacunas vivas modificadas de origen aviar se consideran
seguras y eficaces en hurones y otras especies (Appel, 1987; Appel y Summers, 1995; Williams
et al., 1996). Muchas de estas vacunas usan la cepa Onderstepoort. Las vacunas multivalentes
caninas (con CDV vivo modificado de origen aviar) se han usado de forma segura en hurones,
tanto la dosis completa como una quinta parte de la dosis completa (Fox et al., 1998; Lewington,
2007). También existe una vacuna recombinante que contiene solo una pequefia porcion del
material genético del virus, lo que evita el desarrollo de la enfermedad; esta vacuna usa un
poxvirus atenuado de canario como vector del material genético del CDV. La seguridad y

eficacia de estas vacunas se ha demostrado en hurones y otras especies de carnivoros exdticos

(Wimsatt et al., 2003).
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El CDV es susceptible a la luz ultravioleta, al calor y a la desecacion (Greene y Appel, 2006),
pero puede sobrevivir en tejidos infectados durante dias a 25°C, semanas a 2-4°C y afios a -70°C
(Fox et al., 1998; Greene y Appel, 2006). El virus puede sobrevivir en un rango de pH de 4,5 a
9,0 (Fox et al., 1998). Los agentes quimicos desinfectantes mas comunes suelen eliminar el
virus, como los compuestos de amonio cuaternario, el fenol al 0,75%, el hidroxido de sodio al 2-
5% vy el formol al 0,1% (Fox et al., 1998). El Virkon-S (un desinfectante a base de perdxidos)
también es eficaz contra el CDV de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Los fomites
(como por ejemplo los guantes de manejo) también pueden transmitir el virus y por tanto deben

desinfectarse adecuadamente (Fox et al., 1998).

2.2. Coronavirus

Los coronavirus (género Coronavirus, familia Coronaviridae, orden Nidovirales) son virus
comparativamente grandes, encapsulados y con una Unica cadena positiva de ARN (Addie y
Jarrett, 2006; Wise et al., 2006). Los coronavirus se dividen en tres grupos (I, II y III), aunque no
esta claro si el coronavirus del SARS (SARS-CoV) pertenece al segundo grupo o si forma uno
diferente (IV) (Addie y Jarrett, 2006). Entre los coronavirus del grupo I estan el coronavirus
felino (Feline Coronavirus: FCoV), el virus de la gastroenteritis transmisible, el virus de la
diarrea epidémica porcina, el coronavirus canino (Canine Coronavirus: CCV), el coronavirus de
la bronquitis humana serotipo 229E y los coronavirus del hurén (Addie y Jarrett, 2006; Wise et
al., 2010; Wise et al., 2006). Los coronavirus del grupo II incluyen el coronavirus humano cepa
0C43, el virus de la hepatitis de los roedores, el coronavirus de la rata, el coronavirus bovino, el
virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina y el coronavirus equino (Wise et al., 2006).
Los coronavirus aviares (virus de la bronquitis infecciosa de los pollos, coronavirus del pavo y

coronavirus del faisan) pertenecen al grupo III (Wise et al., 2006).
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Los hurones pueden infectarse de forma espontdnea por dos coronavirus diferentes, aunque
emparentados: el coronavirus entérico de los hurones (Ferret Enteric Coronavirus: FECV) y el
coronavirus sistémico de los hurones (Ferret Systemic Coronavirus: FSCV) (Wise et al., 2010).
Ademas, los hurones han sido infectados experimentalmente con SARS-CoV y han desarrollado

una enfermedad similar a la desarrollada por humanos (Van den Brand et al., 2008).

2.2.1. Enteritis catarral epizodtica

El FECV produce una enfermedad gastrointestinal en hurones denominada enteritis catarral
epizootica (Epizootic Catarrhal Enteritis: ECE) (Williams et al., 2000; Wise et al., 2006). Esta
enfermedad se observd por primera vez en Estados Unidos en 1993, y la primera y tUnica
publicacion original sobre sus caracteristicas clinicopatologicas se publico en el afio 2000
(Williams et al., 2000). El virus se transmite ficilmente en situaciones de superpoblacion y la
enfermedad se caracteriza por diarrea y deshidratacion graves, con alta morbilidad y baja
mortalidad. El periodo de incubacion es de 48-72 horas. Los signos clinicos iniciales consisten
en letargo, inapetencia y vomito, seguidos de una diarrea de color verde intenso con alto
contenido en moco. Los hurones viejos muestran signos clinicos mas graves que los jovenes, y se
cree que éstos pueden ser portadores asintomaticos. La edad media de los animales afectados por

esta enfermedad es de cuatro afios (Williams et al., 2000).

La ECE comparte muchas similitudes con la gastroenteritis catarral epizodtica del vison, una
enfermedad también producida por un coronavirus (Gorham et al., 1990; Have et al., 1992). Las
lesiones microscopicas de la ECE en hurones incluyen degeneracion vacuolar y necrosis de los
enterocitos de las vellosidades intestinales, que ademas muestran atrofia y fusion de las mismas

asociadas a un infiltrado linfoplasmocitario (enteritis linfoplasmocitaria) (Williams et al., 2000).

11
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Estas lesiones son mds frecuentes en el yeyuno y también se asocian a un aumento del tamafio de

los linfonodos regionales (Williams et al., 2000).

Las particulas viricas se pueden encontrar en el citoplasma de los enterocitos de la zona apical de
las vellosidades del yeyuno y, mas raramente, en el intestino grueso (Williams et al., 2000). Se
puede realizar el diagndstico mediante biopsia intestinal y deteccion antigénica por
inmunohistoquimica; mediante deteccion de particulas virales por microscopia electronica
(Williams et al., 2000); y/o, mas recientemente, mediante técnicas de deteccion molecular por

PCR en heces y saliva (Williams et al., 2000).

La enfermedad se resuelve generalmente en el plazo de 5-7 dias en hurones jovenes, aunque
puede mantener secuelas de maladigestion y/o malabsorcion de duracion variable (Williams et
al., 2000). Algunos hurones adultos desarrollan una diarrea intermitente y persistente por

malabsorcion (Hoefer, 2004).

El tratamiento empirico se basa en la administraciéon de antibioticos de amplio espectro,
fluidoterapia agresiva y cuidados de soporte (Hoefer, 2004; Williams et al., 2000). El tratamiento
con esteroides (prednisona 1 mg/kg BID x 14 d) y la introduccion de una dieta de facil absorcion
puede acelerar la recuperacion (Hoefer, 2004; Williams et al., 2000). El metronidazol tiene
propiedades antinflamatorias y antibidticas y puede mejorar la consistencia de las heces (20
mg/kg PO BID) (Lewington, 2007). El metronidazol no es muy apetecible para los hurones y

puede comprometer la colaboracion del propietario en el tratamiento.

La ECE es una enfermedad muy contagiosa y facilmente transmisible (Lewington, 2007,
Williams et al., 2000), y la prevencion se basa en evitar la exposicion al virus. Los hurones

afectados deben ser aislados de los animales asintomaticos o no expuestos (Hoefer, 2004). La
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infeccion puede producirse por contacto con hurones infectados, asi como con heces y fomites
(Lewington, 2007). La contaminacion fecal se puede reducir mediante limpieza exhaustiva de las
jaulas, las camas y los recipientes de comida y bebida (Murray et al., 2010). Se debe recordar
que los hurones pueden ser portadores del virus durante mucho tiempo después de la resolucion
de los signos clinicos y se mantienen portadores y eliminadores durante periodos que pueden
superar los seis meses (Lewington, 2007). Los coronavirus persisten en el ambiente durante
periodos prolongados de tiempo bajo condiciones apropiadas (Lewington, 2007), si bien se

pueden inactivar ficilmente con la mayoria de desinfectantes (Rabenau et al., 2005).

La gravedad de la enfermedad se ha reducido mucho en los tltimos afios en comparacion con la
situacion descrita en la década de los 90 (Lewington, 2007; Murray et al., 2010), y actualmente
es frecuente detectar animales positivos sin signos clinicos (Murray et al., 2010; Provacia et al.,

2011).

2.2.2. Enfemedad sistémica por coronavirus en hurones

En el afio 2006 se describidé por primera vez en hurones una enfermedad con lesiones
histoloégicas muy similares a la Peritonitis Infecciosa Felina (PIF) (Martinez et al., 2006). En
estas lesiones se detectd antigeno de un coronavirus del grupo I mediante inmunohistoquimica
(Martinez et al., 2006). Esta enfermedad se tratard con mds detalle en los capitulos 5 y 6. Sin
embargo, para comprender mejor la enfermedad sistémica por coronavirus en hurones (Ferret
Systemic Coronaviral Disease: FSCVD), incluiremos en este apartado una breve revision de la

PIF.
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2.2.3. Peritonitis infecciosa felina (PIF)

La PIF estd causada por el FCoV. Estan descritos dos tipos de FCoV (I y II); el tipo I es
exclusivamente felino, mientras que el tipo II ha surgido de la recombinacion del FCoV tipo I y
el CCV (Vennema et al., 1995). Ambos tipos son capaces de producir infeccion en gatos y de
producir cuadros tanto asintomaticos como clinicos. Algunas cepas de FCoV son capaces de
inducir PIF cuando se administran de forma intraperitoneal en gatos, pero otras cepas son
incapaces de inducir enfermedad por esta via, lo que probablemente se debe a diferente tropismo

celular (Addie y Jarrett, 2006).

Actualmente se cree que todas las infecciones espontdneas por FCoV tienen capacidad para
desarrollar PIF, aunque solamente un 10% de los gatos infectados enferman. Las cepas entéricas
tienen como célula blanco a los enterocitos, donde se replican y causan diarrea o infecciones
asintomaticas, mientras que las cepas con tropismo sistémico se replican en macrdfagos y
producen infeccion generalizada, con sintomatologia propia de PIF. Una teoria sostiene que para
que la PIF ocurra se debe producir una mutacioén de la cepa entérica del virus que permitiria su
posterior replicacion en macrofagos, pero esto estd todavia por confirmar (Vennema et al., 1998;

Addie y Jarrett, 20006).

Los gatos se infectan con FCoV por via digestiva y, posiblemente, por inhalacion del virus. Se
cree que el FCoV tipo II se replica en células del intestino delgado y que el tipo I lo hace en el
ileon y el colon (Herrewegh et al., 1997). En estos casos el virus se excreta con las heces a partir
del segundo dia tras la infeccion. En algunas infecciones, el FCoV puede replicarse en tonsilas y

orofaringe, y puede excretarse por saliva durante algunas horas o dias (Stoddart ez al., 1988).

14



Introduccion

La PIF es una enfermedad en la que participan mecanismos patogénicos inmunoldgicos
(inmunomediada) que implican la participacion de un virus o su/s antigeno/s, los anticuerpos
antivirales producidos por el organismo y el complemento. Los gatos que no muestran
anticuerpos antivirales ni activan el complemento contra FCoV no desarrollan PIF. Sin embargo,
desde el punto de vista clinico-patologico, la PIF es una enfermedad inmunomediada atipica, ya

que las articulaciones y la piel no se suelen afectar (Addie y Jarrett, 2006).

Los inmunocomplejos (antigeno viral y anticuerpos) dafian el endotelio de los vasos sanguineos
y activan una reaccion de hipersensibilidad tipo 111, lo que induce la produccion de exudados y la
consecuente denominacion de PIF himeda. Estos inmunocomplejos facilitan que el virus entre
en otros tejidos y produzca una reaccion inflamatoria de tipo piogranulomatoso, lo que le
confiere la denominacion de PIF seca. Los signos clinicos de la PIF son una consecuencia directa
de lesiones vasculares (vasculitis) y piogranulomatosas en diferentes 6rganos (Addie y Jarrett,

2006).

La PIF himeda constituye la forma aguda de la enfermedad y ocurre 4-8 semanas tras la
infeccion y/o tras un episodio de estrés, aunque puede aparecer también como forma terminal en
casos de PIF seca. La PIF seca, que es la forma cronica de la enfermedad, ocurre semanas o
meses después de la infeccion y puede ser el resultado de una respuesta inmunitaria celular
exagerada por parte del hospedador. La seroconversion ocurre entre 18 y 21 dias después de la

infeccion (Pedersen, 1995; Addie y Jarrett, 2006).

Muchos de los gatos que seroconvierten tras una infeccion espontanea no desarrollan PIF y
tienen menos probabilidades de desarrollar la enfermedad ante una nueva exposicion al virus.

Los gatos infectados pueden eliminar virus durante meses, y algunos de ellos se vuelven
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portadores de por vida. Adicionalmente, algunos gatos pueden eliminar la infeccion. Los gatos
seronegativos no excretan FCoV, mientras que aproximadamente un 30% de los seropositivos si
lo hacen. La excrecidn generalmente se detiene tras unos meses y sOlo algunos animales

infectados desarrollan PIF (Addie y Jarret, 1992; Addie y Jarrett, 2006).

La mayoria de infecciones por FCoV son subclinicas y pueden mostrar inicialmente episodios
breves de sintomatologia respiratoria o digestiva leves (Addie y Jarrett, 1992). Los gatos de
cualquier edad pueden desarrollar PIF, pero aproximadamente el 50% de los gatos con PIF
tienen menos de dos afnos de edad (Harvey et al., 1996). La sobrepoblacion de gatos facilita la
infeccion con FCoV y el desarrollo de PIF. Los gatos con PIF himeda muestran palidez o
ictericia de las mucosas, ascitis, efusion tordcica, anorexia, ligera pirexia, pérdida de peso,
disnea, taquipnea, aumento del tamafo escrotal, efusion pericardica y/o linfadenopatia
mesentérica. Los signos clinicos de la PIF seca son mas inespecificos e incluyen pirexia leve,
pérdida de peso, somnolencia, pérdida de apetito, disnea, iriditis, signos neurolégicos y
palpacion abdominal anormal (linfadenopatia mesentérica, riflones irregulares y/o irregularidades
nodulares en otros 6rganos) (Addie y Jarrett, 2006). La PIF también se puede desarrollar en

félidos no domésticos (Addie y Jarrett, 2006; Evermann et al., 1988; Juan-Sallés et al., 1998).

Los cambios hematologicos tipicos de ambas formas de PIF son linfopenia y neutrofilia con
desviacion a la izquierda. La hipergammaglobulinemia policlonal (gammaglobulinas > 3,5 g/dL)
es un hallazgo caracteristico en la PIF, tanto en el suero como en las efusiones. Se puede
observar anemia no regenerativa en casos de PIF seca. Otras alteraciones bioquimicas reflejan el

dafio en 6rganos con lesiones de PIF (Addie y Jarrett, 2006).
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El diagnostico de la infeccion virica se puede realizar mediante PCR de contenidos fecales o
biopsias, o mediante histopatologia de biopsias de drganos. Existen algoritmos para diagnosticar
PIF basados en signos clinicos, factores ambientales y hallazgos laboratoriales. Otras pruebas
laboratoriales, como la serologia, no son tan fiables ya que un titulo de anticuerpos positivo no
necesariamente significa que el animal esté enfermo de PIF. La inmunofluorescencia y la
inmunohistoquimica también son validas para la deteccion del virus o sus antigenos en efusiones,

citologias y/o biopsias (Addie y Jarrett, 2006).

La lesion caracteristica de la PIF es la inflamacion piogranulomatosa. En la PIF humeda se puede
observar macroscopicamente que todas las serosas abdominales y/o toracicas pueden estar
recubiertas por pequeiias placas blanquecinas. En la PIF seca, las lesiones macroscopicas pueden
ser mucho mas variables, pero los rifiones casi siempre estan afectados. En algunos gatos las
anomalias macroscopicas son minimas, y el diagnostico lesional solo se puede comprobar
mediante un examen histologico que demuestre vasculitis. Esta vasculitis suele afectar a una
arteriola o a una vénula y se caracteriza por un area central de necrosis asociada a un infiltrado
de células mononucleares, macrofagos, linfocitos, células plasmaticas y neutréfilos (Addie y

Jarrett, 2006).

Existen diferentes farmacos para el tratamiento de la PIF, aunque ninglin antiviral acta frente a
FCoV; sin embargo, se estan desarrollando farmacos contra los coronavirus que afectan a
humanos, como el SARS. Debido a que la PIF es una enfermedad inmunomediada, el
tratamiento se dirige a controlar la respuesta inmune frente al FCoV, de ahi que la mejor terapia
consista en altas dosis de farmacos inmunosupresores, antinflamatorios e interferon-o (Pedersen

1995; Addie y Jarrett 2006).
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La prednisolona (2-4 mg/kg/dia PO, con una reduccion gradual de la dosis cada 2 semanas hasta
encontrar la dosis 6ptima de respuesta) ayuda a una mejoria clinica, estimula el apetito y suprime
la respuesta inmunitaria humoral y celular (Addie y Jarrett 2006). El interferon-o felino se ha
usado con cierto éxito combinado con glucocorticoides. La dosis es de 10° unidades/kg SC en
dias alternos seguido de dosis semanales, o bien 50.000 unidades por gato PO durante un periodo
variable hasta la remision clinica (Ishida et al., 2004). La vacunacion ha sido poco eficaz en la
prevencion de la enfermedad e incluso puede inducir la enfermedad con un cuadro mas grave

que la infeccion natural (Addie y Jarrett, 2006).
2.3. Enfermedad aleutiana

La enfermedad aleutiana (Aleutian Disease: AD) es una enfermedad cronica y progresiva
causada por un parvovirus (Aleutian Disease Virus: ADV) (Fox et al., 1998). El ADV pertenece a
la familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae y género Amdovirus (Jahns et al., 2010). Los
parvovirus son virus ADN pequefios y no encapsulados (McCaw y Hoskins, 2006). E1 ADV es el
unico miembro del género Amdovirus (Cheng et al., 2010). La patogenicidad de las diferentes
cepas de ADV depende de la especie a la que infecte (Allender et al., 2008; Cheng et al., 2010).
Al igual que otros parvovirus, el ADV puede producir infecciones latentes (Best y Bloom, 2005;
Cheng et al., 2010). Los parvovirus son extremadamente estables y resistentes a la mayoria de
detergentes y desinfectantes, aunque son susceptibles al hipoclorito de sodio (lejia) (McCaw y
Hoskins, 2006). Los parvovirus persisten en el ambiente durante largos periodos de tiempo

(Jackson et al., 1996a).

La AD fue observada por primera vez en la década de los afios 40 produciendo una enfermedad

cronica y progresiva en visones americanos de granja (Mustela vison) que poseian el gen
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recesivo autosdémico (aa) de la capa de pelo aleutiana (Hartsough y Gorham, 1956). Este gen es
el responsable del pelaje azulado que confiere un alto valor econdmico a las pieles de estos
animales (Fox et al., 1998; Stevenson et al., 2001). Durante el siglo XX la industria peletera
sufrio importantes pérdidas econdmicas debido a esta enfermedad. Antes de la identificacion del
ADV, el moquillo y el botulismo eran las principales enfermedades que preocupaban a los

criadores de visones (Stevenson et al., 2001).

Estos criadores fabricaban autovacunas frente al moquillo homogenizando bazos de visones
infectados (Stevenson et al., 2001). Se sospecha que esta practica fue responsable de brotes de
AD en muchas granjas, con una mortalidad elevada en visones (Stevenson et al., 2001). La AD

se describio en hurones en la década de los afios 60 (Fox et al., 1998).

La AD se caracteriza histologicamente por una hiperreactividad del sistema linfoide, con
infiltrados linfoplasmocitarios en multiples 6rganos (Daoust y Hunter, 1978). Tras la infeccion
con ADV, los anticuerpos antivirales (Ig G) se unen al virus y forman inmunocomplejos (Best y
Bloom, 2005; Daoust y Hunter, 1978). Estos agregados de proteinas se depositan en los tejidos y
provocan una serie de fenomenos inmunomediados, lo que genera las lesiones y los signos
clinicos (Best y Bloom, 2005; Daoust y Hunter, 1978). Esta actividad inmunitaria también
produce una hipergammaglobulinemia (gammaglobulinas > 20% de las proteinas totales)

caracteristica de los animales infectados (Fox et al., 1998).

2.3.1. Enfermedad aleutiana en visones

Como en otras enfermedades viricas, las manifestaciones clinicas de AD dependen de la cepa de
virus y de factores propios del hospedador, como su genotipo y su estado inmunitario (Jackson et

al., 1996b; Stevenson et al., 2001). Mientras que algunas cepas producen una enfermedad grave
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en visones, otras infecciones son asintomaticas (Cheng et al., 2010). En visones, la cepa Utah-1
produce una enfermedad grave, pero en cambio la cepa de hurén produce lesiones leves sin
hipergammaglobulinemia, lo que la clasifica como no patogénica, al igual que la cepa ADV-G

(Cheng et al., 2010; Porter et al., 1982).

La infeccion en recién nacidos produce una enfermedad aguda con replicacion viral en el
pulmon, lo que causa una neumonia intersticial fulminante (Best y Bloom, 2005). En esta forma
de enfermedad aguda en recién nacidos, los anticuerpos tienen un papel protector contra la
enfermedad, por lo que el término AD no adecuado para definir estos casos (Best y Bloom,

2005).

Las crias que sobreviven a la infeccion aguda pueden desarrollar la forma cronica y debilitante
de la enfermedad cuando son adultos (Jackson et al., 1996a), con replicacion viral en linfonodos
(Best y Bloom, 2005) y signos clinicos como pérdida de peso, mal pelaje, letargo, anorexia,
polidipsia, anemia y melena (Stevenson et al., 2001). También se pueden observar problemas
reproductivos como infertilidad, camadas pequenas y un alto indice de nacimientos prematuros

(Jahns et al., 2010; Stevenson et al., 2001).

Los hallazgos de necropsia incluyen rifiones pequefios, esplenomegalia, linfadenopatia
mesentérica, hepatomegalia y sangre en el tracto intestinal (Stevenson et al., 2001). El hallazgo
laboratorial mas caracteristico es la hipergammaglobulinemia (Best y Bloom, 2005). La
hipergammaglobulinemia observada en la mayoria de visones con AD se caracteriza como
policlonal; sin embargo, en algunos visones infectados de forma crénica se detecta una

transformacion hacia monoclonal (Kenyon et al., 1967).
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La produccion de anticuerpos antivirales exacerba la enfermedad y causa la sintomatologia y la
patologia tipicas de la forma cronica de AD (Best y Bloom, 2005). Las lesiones en el cerebro
(meningoencefalitis no supurativa) se han descrito asociadas a la infeccion por ADV, pero sin

signos clinicos (Jahns et al., 2010).

La contrainmunoelectroforesis (Counter Immune Electrophoresis: CEP) es la prueba serologica
de eleccion para diagnosticar AD. La infeccion en visones adultos se clasifica en 2 categorias:
progresiva, caracterizada por lesiones graves y por unos valores altos de CEP (titulo > 256) y
gammaglobulinas (> 20% de las proteinas totales); y no progresiva, caracterizada por un titulo
CEP bajo, una fraccion de gammaglobulinas normal y ausencia de lesiones (Jackson et al.,

1996a).

La infeccién en visones se detecta antes por PCR que por serologia (Jackson et al., 1996a), pero
existen excepciones. Algunos visones inicialmente tienen cantidades altas de ADN viral, que
luego disminuyen hasta casi desaparecer y mas tarde pueden volver a aparecer (Jackson et al.,
1996a). La supresion parcial de la excrecion del virus, o bien el secuestro de éste, ocurre en las
fases tempranas de la infeccion, asociados a la respuesta inmunitaria contra el virus (Jackson et
al., 1996a). Los titulos altos de anticuerpos se asocian a lesiones mas graves, pero el ADN viral
todavia se puede recuperar de lesiones leves o incluso de organos sin lesion (Jackson et al.,

1996a), aunque en estos casos el virus puede no ser detectado en sangre (Jackson et al., 1996a).

Sin embargo, estos datos varian dependiendo de las cepas del virus y de la variedad de vison
(Jackson et al., 1996a; Jackson et al., 1996b). En ocasiones la correlacion puede ser mala entre

ADN viral y lesiones renales, o entre CEP y lesiones renales (Jackson et al., 1996a). Ademas, las
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lesiones en el higado y en el rifion no necesariamente se correlacionan entre si (Jackson et al.,

1996a).

La eficacia de la transmision del virus por aerosol varia dependiendo de los diferentes estudios
cientificos (Jackson et al., 1996a; Jackson et al., 1996b). Algunos estudios han sido incapaces de
infectar visones seronegativos cuando se han colocado en jaulas donde previamente habian
vivido visones infectados, lo que ha llevado a sugerir que el virus no parece ser muy contagioso
(Jackson et al., 1996a). Sin embargo, otros estudios han concluido que el virus se disemina
rapidamente en granjas y que la transmision por aerosol es importante (Jackson et al., 1996b); al
menos en algunos de estos casos, la infeccion se ha favorecido por la falta de medidas higiénicas.
El virus puede detectarse en saliva, orina y heces (Jackson et al., 1996b). La infeccién (deteccion
de anticuerpos y genoma viral) se ha documentado en granjeros que trabajan con visones y la

enfermedad en personas se ha sospechado en algunas ocasiones (Jepsen et al., 2009).

Las vacunas han tenido poco éxito a la hora de prevenir la infeccion y la enfermedad (Aasted et
al., 1998; Castelruiz et al., 2005). Algunos protocolos terapéuticos han tenido cierto éxito,
principalmente utilizando firmacos inmunosupresores como la ciclofosfamida (Cheema er al.,
1972). Los implantes de melatonina han mostrado alguna accién de proteccion frente a AD,
probablemente por la capacidad de la melatonina de inactivar radicales libres, aunque también
debe considerarse la capacidad de la melatonina de inducir encimas antioxidativas y de modular

la respuesta inmunitaria (Ellis, 1996).
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2.3.2. Enfermedad aleutiana en hurones

Las cepas de ADV propias del hurén constituyen un grupo diferente a las cepas del vison
(Murakami et al., 2001). Las cepas de ADV altamente patdégenas en visones no lo son en hurones
y producen una escasa respuesta de anticuerpos, sin hipergammaglobulinemia, con eliminacion
del virus después de 12 dias de la infeccidon y con el desarrollo de lesiones leves que no son
definitivas de AD (Porter er al., 1982). En estos hurones, la hiperplasia linfoide fue muy
manifiesta en el 28% de los animales y fue leve o0 moderada en el 66%; sin embargo, el 31% de
los hurones control también presentaron hiperplasia linfoide leve-moderada (Porter et al., 1982).
De hecho, establecer una relacion directa entre AD y los infiltrados linfociticos es dificil, pues

los hurones controles también pueden mostrar lesiones hepaticas (Kenyon et al., 1967).

Cuando se determind el nivel de anticuerpos contra ADV en un estudio con hurones, los
animales positivos tenian un nivel de gammaglobulinas significativamente mas alto que los
animales negativos, pero incluso en los animales positivos el nivel de gammaglobulinas era
generalmente menor de 1,5 g/dL (Porter ef al., 1982). En cambio, los hurones inoculados con una
cepa de huron de ADV desarrollaron una mayor respuesta de anticuerpos, con un aumento mas
marcado de las gammaglobulinas y lesiones mas graves que cuando se inocularon con una cepa
de ADV de vison (Porter et al., 1982). Sin embargo, incluso con la cepa de hurdn, las
gammaglobulinas no estaban lo suficientemente elevadas como para definir una
hipergammaglobulinemia, y solo algunos casos mostraban niveles de gammaglobulinas entre 2 y
3 g/dL a los 120 dias p.i.; estos niveles disminuian progresivamente con el tiempo, pero siempre

se mantenian mas elevados que en los hurones no inoculados (Porter et al., 1982).
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Las lesiones en hurones inoculados con ADV de hurén fueron mas graves que en hurones no
inoculados o que en hurones infectados con ADV de visén, y fueron incapaces de producir
signos clinicos o la muerte del animal (Porter et al., 1982). En este estudio, el nivel de
anticuerpos se correlacion6, en algunos casos, de forma positiva con el nivel de
hipergammaglobulinemia y la gravedad de las lesiones (Porter ef al., 1982). La formacion de
centros germinales en los infiltrados de células linfoides se observd en hurones infectados, pero
no en hurones no inoculados, y la proliferacion de los conductos biliares, una lesion frecuente en
visones con AD, no se observo en hurones inoculados con alguna de las cepas de ADV (Porter et

al., 1982).

La seroprevalencia en hurones domésticos puede variar del 6% al 60% (Fox et al., 1998;
Oxenham, 1990; Porter et al., 1982; Welchman et al., 1993); de acuerdo con estos resultados, la
prevalencia es significativamente mayor en los Estados Unidos que en el Reino Unido, y es
probablemente mayor en situaciones con sobrepoblacion de hurones, como granjas, refugios o
laboratorios de investigacion. A pesar de estas altas seroprevalencias, los posibles casos
espontaneos de AD en hurones se han referenciado muy poco en la literatura, y algunos
patdlogos especializados opinan que la enfermedad es muy rara en hurones domésticos (Michael
Garner, comunicacion personal, 2009). Los casos clinicos pueden mostrar disnea, paresis del
tercio posterior, disfuncion neurolégica, pérdida progresiva de condicion corporal, muerte subita,
disfuncion renal y melena (Fox et al., 1998; Stevenson et al., 2001; Une et al., 2000). La
hipergammaglobulinemia es frecuente en estos casos clinicos (Fox et al., 1998; Stevenson et al.,
2001), pero no siempre esta presente (Une et al., 2000). También se ha referenciado que la

hipergammaglobulinemia es mas monoclonal en hurones que en visones (Kenyon et al., 1967).
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2.3.3. Enfermedad aleutiana en otras especies

Ademas de en visones americanos de granja y en hurones domésticos, la AD se ha descrito en
mofetas cautivas (Mephitis mephitis) (Allender et al., 2008; Pennick et al., 2007) y se ha
sospechado en humanos (Jepsen et al., 2009) y en una nutria salvaje (Lutra lutra) (Wells et al.,
1989). También se han citado lesiones compatibles con AD en una mofeta salvaje atropellada
(Woolf y Gremillionsmith, 1986). En las mofetas cautivas, los signos clinicos de la enfermedad
han consistido en letargo, muerte subita, pirexia, temblores faciales, eritema, azotemia e
hiperglobulinemia, con lesiones histolégicas compatibles con AD (Allender et al., 2008; Pennick
et al., 2007). El ADV obtenido de mofetas enfermas ha sido genéticamente diferente a otros

ADYV (Allender et al., 2008).

Se han encontrado anticuerpos frente a ADV es varias especies de carnivoros salvajes. En el
suroeste de Francia, se detectaron anticuerpos por CEP en el 23% de los visones americanos
asilvestrados, el 12% de los visones europeos (Mustela lutreola), el 11% de los turones (Mustela
putorius), el 24% de las garduias (Martes foina), el 6% de las martas (Martes martes) y el 4% de
las ginetas (Genetta genetta) (Fournier-Chambrillon et al., 2004). La seroprevalencia fue
significativamente mas alta en visones americanos respecto a las otras especies (si bien hay que
tener en cuenta que el tamafio muestral de las gardufas era demasiado bajo para ser significativo)
(Fournier-Chambrillon et al., 2004). Se encontraron carnivoros nativos seropositivos fuera del
area de distribucion del vison americano, sin mostrar diferencias en su condicion fisica con los
seronegativos  (Fournier-Chambrillon er al., 2004). La hipergammaglobulinemia
(gammaglobulinas > 20%) se observo en todas las especies excepto en turones, por lo que se

sugirié que la infeccion puede ser no patogénica en esta especie, aunque el trabajo no realizd una
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correlacion entre el estado serologico y el nivel de gammaglobulinas (Fournier-Chambrillon et

al., 2004).

En otro estudio realizado en Espafia y utilizando CEP, todos los visones europeos (90 animales)
fueron negativos para ADV, y un 10% de estos animales presentaron hipergammaglobulinemia
(Guzman et al., 2008). Este trabajo se desarrolld en un é4rea sin vison americano. En la misma
investigacion, las necropsias realizadas en 23 visones europeos no detectaron ninguna lesion
caracteristica de AD, aunque no se realizo PCR o hibridacion in situ en tejidos (Guzman et al.,

2008).

Otro estudio realizado en Espafia utilizando CEP no detect6 anticuerpos para ADV en visones
americanos (14 animales), pero el 25% de los 12 visones europeos analizados fueron positivos
(Mafas et al., 2001). Todos estos animales, excepto un visén americano, mostraron un nivel de
gammaglobulinas < 20% (Mafias et al., 2001). Este estudio también detectd que cuatro de siete
animales (una nutria europea, un vison europeo y cinco visones americanos) tenian ADN de
ADV en muestras homogenizadas de 6rganos; de estos cuatro animales positivos (dos visones
americanos, un visén europeo y una nutria europea), solo un vison americano atropellado
presentd lesiones compatibles con AD (Maiias et al., 2001). Las cepas obtenidas de este estudio
eran diferentes a las cepas de ADV que se habian obtenido previamente en Estados Unidos y

Europa (Mafias et al., 2001).

Otro estudio mostro que el 50% de los visones americanos asilvestrados de Inglaterra
presentaban anticuerpos contra ADV (Yamaguchi y Macdonald, 2001). La prevalencia por
edades fue 0% en animales juveniles y 70% en animales adultos; se sugirié que los animales

jovenes morian por la enfermedad (Yamaguchi y Macdonald, 2001). El visén americano salvaje
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también es susceptible a la induccion experimental de AD (Kenyon et al., 1967) y puede ser
portador de la enfermedad e infectar visones de granja (Gunnarsson, 2001); sin embargo, las

citas de AD en visones americanos salvajes han sido escasas.
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3. OBJETIVOS

El huréon doméstico es un mustélido con una serie de usos por parte del hombre. A partir de la
década de los anos 60 del siglo XX, esta especie adquirid6 un papel relevante como animal de
experimentacion y se ha utilizado para estudiar la influenza y el moquillo. También se ha
utilizado en menor medida para estudiar otros agentes infecciosos, en investigacion
cardiovascular, en ingenieria genética o como modelo de estudio de los 6rganos de los sentidos

como la visién y la audicion.

El hurén ha experimentado un aumento espectacular en las Gltimas dos décadas como animal de
compaifiia y actualmente es uno de los animales exoticos mas importantes para las clinicas
veterinarias en muchos paises. Historicamente, y todavia en algunas zonas, el huron se utiliza

para la caza del conejo en madriguera.

Las enfermedades viricas producen enfermedad y mortalidad importantes en hurones. La
mortalidad de hurones enfermos por moquillo canino o por coronavirus sistémico es cercana al
100%. Aunque la mortalidad por la enfermedad aleutiana es variable y los mecanismos de accion
todavia no son muy bien conocidos, su prevalencia es muy alta en algunas poblaciones. Para
algunas de estas enfermedades, como por ejemplo el moquillo canino o la enfermedad aleutiana,
existen numerosas referencias de infecciones experimentales en hurones, pero son muy escasas
aquellas en las que se describen infecciones naturales, de ahi el objetivo general y los objetivos

especificos de la presente tesis doctoral.

El objetivo general de esta tesis doctoral es contribuir al conocimiento de las enfermedades

viricas en hurones a través de la investigacion de las infecciones naturales espontaneas.
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Los objetivos especificos de esta tesis doctoral son:

1. Investigar y describir las caracteristicas clinicas de un brote de moquillo canino en hurones y

compararlas con el material publicado referente a infecciones experimentales en esta especie.

2. Investigar y describir las caracteristicas clinicas de la enfermedad producida por un

coronavirus sistémico en hurones.

3. Investigar y describir las lesiones microscopicas de la enfermedad por coronavirus sistémico

en hurones y su relacion con el antigeno de coronavirus tipo 1.

4. Investigar la relacidn entre sintomatologia, lesiones microscopicas, PCR, serologia e

hibridaciodn in situ en la enfermedad aleutiana en hurones.
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4. BROTE DE MOQUILLO CANINO EN HURONES DOMESTICOS

4.1. Introduccion

En 2006 se detectd un brote de moquillo canino en hurones en la ciudad de Barcelona (Espafia).
La mayoria de esos hurones provenian de una sola granja, y partir de aqui presumiblemente se
afectaron hurones en toda la cadena de distribucion (tiendas de animales y propietarios). La
investigacion de ese brote proporciond informacion nueva y 1util para comprender la transmision,

epidemiologia, signos clinicos y tratamiento del moquillo en hurones.

4.2. Material y métodos

En el presente estudio se incluyeron 14 hurones que contrajeron moquillo canino. Todos los
casos fueron animales de menos de un afio, la mayoria habian nacido en el extranjero y habian
sido destetados, identificados con microchip, vacunados contra la rabia, esterilizados y enviados
a Espafia con menos de dos meses de edad. En Espafia se habian mantenido en una granja con
posible contacto con otras especies (perros, gatos, conejos, roedores, aves y reptiles) hasta el dia

de su venta a las tiendas de animales.

Los hurones identificados del 1 al 6 habian sido comprados por una persona (propietario final)
directamente de la granja y fueron llevados a su casa, donde se mantuvieron en contacto con otro
hurén joven que no habia sido vacunado del moquillo; este hurén habia nacido en una casa
particular en Espafia y no desarrolld moquillo, a pesar de estar en contacto con los otros seis
durante 38 dias. Los hurones identificados del 7 al 14 se distribuyeron a tiendas de animales de
compafiia y de ahi pasaron a casas particulares (propietario final). Todos los propietarios

informaron que sus hurones se mantuvieron en el interior de una casa/piso sin contacto con
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perros no vacunados o con otros hurones. Tres animales (8, 11 y 14) fueron vacunados de
moquillo con una vacuna atenuada de origen aviar (Caniffa MH, Merial) pero desarrollaron

sintomas clinicos de 11 a 20 dias después de la vacunacion (Tabla 4.1).
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Hurén Sexo | Origen Nacimiento Compra Inicio Muerte Diagnéstico Otra informacion
sintomas

1 Q Desconocido* | 24/01/2006 08/03/2006 | 08/03/2006 | 24/03/2006 | PCR Presentado muerto

2 Q Desconocido* | 20/01/2006 08/03/2006 | 08/03/2006 | 08/04/2006% | Histologia Pulmones:
Enterobacter cloacae
e inclusiones
compatibles con
herpesvirus

3 Q Desconocido* | 08/01/2006 08/03/2006 | 29/03/2006 | 17/04/2006 | Histologia

4 Q Desconocido* | 17/01/2006 08/03/2006 | 29/03/2006 | 18/04/2006 | Histologia

5 3 Desconocido* | 13/01/2006 08/03/2006 | 29/03/2006 | 19/04/2006 | Histologia

6 3 Desconocido* | 09/01/2006 08/03/2006 | 29/03/2006 | 19/04/2006 | Histologia

7 3 Desconocido | 11/11/2005 10/03/2006 | 10/03/2006 | 29/03/2006% | IF

8 Q Holanda 03/01/2006 06/04/2006 | 01/06/2006 | 14/06/200671 | IF Vacunado de moquillo
el 19/05/2006

9 Q Holanda 03/01/2006 20/04/2006 | 03/05/2006 | 22/05/20067 | Histologia y

PCR

10 Q Holanda 03/01/2006 29/04/2006 | 10/05/2006 | 29/05/2006% | IF

11 3 Desconocido | 03/01/2006 10/04/2006 | 15/05/2006 | 08/06/200671 | IF Vacunado de moquillo
el 25/04/2006

12 IS Holanda 11/02/2006 01/04/2006 | 12/04/2006 | 16/05/2006 | Histologia Pulmones:
Escherichia coli

13 a Holanda Desconocido 11/04/2006 27/04/2006 23/05/2006% | IF Pulmones:
Escherichia coli

14 a Desconocido | 01/02/2006 Sobrevivid IF Vacunado de moquillo
el 04/07/2006

Tabla 4.1. Sexo, origen y cronologia de la enfermedad en los 14 hurones afectados por moquillo

* Un pais del norte de Europa de acuerdo con el vendedor

+ Sacrificado

IF: Inmunofluorescencia directa

El hurén 14 desarrollé moquillo durante su estancia en la tienda de animales y el propietario no puedo proporcionar
informacion precisa sobre las fechas de compra y aparicion de signos clinicos.
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4.3. Resultados

4.3.1. Signos clinicos

La primera observacion que provocaba la preocupacion de los propietarios era generalmente que
sus hurones estaban aletargados (durmiendo mas de lo normal), perdian el apetito y no ganaban
peso. Otros signos clinicos tempranos fueron tos, estornudos, secrecion oculonasal serosa, ojos
semicerrados y disnea. Con el tiempo, la secrecidn serosa o catarral se volvia mucopurulenta, los
parpados se quedaban pegados y el animal perdia la capacidad de abrir los ojos. El area perineal

de algunos hurones se quedaba entonces manchada con heces pastosas o verdes.

En una fase mas avanzada de la enfermedad se observaba prurito generalizado e intenso, que era
seguido por descamacion, particularmente en la zona interescapular y en la parte dorsal del
cuello, y més tarde se desarrollaba hiperqueratosis (pequefias costras). A medida que la
enfermedad avanzaba se desarrollaba dermatitis en la zona perineal, en las almohadillas plantares
y alrededor de los labios, nariz y parpados. Esta dermatitis se complicaba mas tarde con
hiperqueratosis y luego con la formacién de un material costroso marrén, especialmente en la
cara y, en menor medida, en la zona perineal y en las almohadillas plantares. Los hurones
perdian progresivamente su condicion corporal y mostraban un progresivo deterioro de la calidad
del pelo. En la fase final de la enfermedad, los hurones desarrollaban costras muy extensas en la

cara y disnea marcada (Fig. 4.1).
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Figura 4.1. Lesiones externas en los hurones infectados con moquillo canino.

A. Area perineal sucia.

B. Descamacion y costras en la zona cervical dorsal.

C. Dermatitis en la zona perineal.

D. Descamacion en las almohadillas plantares.

E. Ojos semicerrados y dermatitis alrededor de ojos y nostrilos.

F. Dermatitis costrosa y exudados purulentos alrededor de labios, nostrilos y ojos.
G. Dermatitis costrosa en la zona perineal.

H. Hiperqueratosis y costras en las almohadillas plantares.

I. Dermatitis costrosa grave en la cara.
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4.3.2. Hallazgos clinicopatoldégicos

Durante la fase inicial de la enfermedad, la temperatura rectal de algunos hurones era alta, pero
volvia a la normalidad en la fase intermedia de la enfermedad y se transformaba en hipotermia
justo antes de la muerte del animal. La auscultacion toracica podia revelar aumento de los
sonidos pulmonares, y la frecuencia respiratoria en estos casos era siempre superior a 40 rpm y
llegaba a 80 rpm en los casos avanzados de enfermedad. Durante la palpacion abdominal era
frecuente encontrar esplenomegalia y el analisis citolégico de aspirados con aguja fina de tres de

estos bazos mostrd hematopoyesis extramedular.

Los cambios hematologicos durante las fases tempranas de la enfermedad consistieron en anemia
leve no regenerativa en los cinco animales analizados, con valores hematocritos que variaban
entre 0,30 y 0,36 I/l, valores de hemoglobina entre 106 y 114 g/, y recuentos eritrocitarios entre
6,72 y 7,12 x 10" células/l. No se encontraron reticulocitos en los dos animales en los que se
realizaron tinciones vitales. En dos animales se observo neutrofilia (8,2 x 10°/1y 12,3 x 10°/]) y
linfopenia (0,9 x 10°/1y 1,3 x 10°/1). Los resultados de bioquimica plasmatica fueron normales

para estos cinco hurones.

La citologia de la médula 6sea se realiz6 en un animal y mostrd lesiones compatibles con
hipoplasia eritroide con cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos en precursores eritroides. La
electroforesis de proteinas mostro aumentos de las globulinas o y B en los tres animales
analizados. La radiografia de dos hurones mostr6 aumento en la opacidad de los pulmones
compatible con neumonia. Los resultados de la ecografia abdominal realizada en un hurén fueron

normales. El cultivo de lavados bronquiales realizado en tres hurones mostrd crecimientos de
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Escherichia coli hemolitica en dos animales y Enterobacter cloacae en uno. El analisis

coproparasitologico en cinco hurones mostrd coccidios en cuatro de ellos (Fig. 4.2).
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TP =60g/dL
Globulins = 4.1 g/dL

Figura 4.2. Hallazgos clinicopatologicos en los hurones infectados por moquillo canino.

Arriba izquierda: Proteinograma mostrando elevaciones en las globulinas a y .

Arriba derecha: Radiografia mostrando infiltrados en el pulmon.

Centro izquierda: Ausencia de colapso de los pulmones, indicando neumonia intersticial.
Centro derecha: Foco de consolidacion en un pulmon.

Abajo izquierda: Epitelio bronquial mostrando cuerpos de inclusion del virus (flechas).
Hematoxilina y eosina, x 400.

Abajo derecha: Epitelio bronquial mostrando cuerpos de inclusion compatibles con herpesvirus.
Hematoxilina y eosina, x 400.
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4.3.3. Diagnostico

Se realiz6 un diagnostico presuntivo de moquillo basado en la historia y en los signos clinicos.
Durante el brote, la mayoria de los hurones que habian tenido contacto con la granja de origen en
Espaina desarrollaron la enfermedad. El examen por inmunofluorescencia directa de secreciones
oculares, nasales y orales fue positivo en seis animales vivos. Muestras de un animal vivo fueron
positivas al utilizar el diagnostico molecular por PCR. El resto de hurones se diagnosticaron

después de la muerte utilizando histologia en siete casos y PCR en uno.

Las necropsias mostraron que en ninguno de los hurones los pulmones se habian colapsado, pero
se encontraron algunos focos de consolidacion. Se observd esplenomegalia en algunos hurones.
La histologia de los casos 2 al 7, 11 y 12 presentd cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos/intranucleares 'y eosinofilicos caracteristicos de replicacion viral,
particularmente en los pulmones y en la piel. En el hurdn 2 se encontraron cuerpos de inclusion

compatibles con una coinfeccion por herpesvirus.

Inicialmente, las lesiones microscopicas compatibles con una neumonia bacteriana en el hurén 1,
el aislamiento de E. cloacae multirresistente en el hurén 2 y los signos respiratorios cronicos en
los hurones 1 al 6 sin signos neuroldgicos condujeron errdbneamente a un diagnostico presuntivo
de neumonia bacteriana por E. cloacae. Sin embargo, la poca respuesta al tratamiento y el
desarrollo de una dermatitis grave en el hurén 2 (lo que llevdo a su sacrificio) facilitd el

diagnostico definitivo de moquillo canino.

4.3.4. Tratamiento

El tratamiento consistid6 en antimicrobianos, broncodilatadores, mucoliticos, fluidoterapia y

terapia de soporte. En casos puntuales se prescribieron glucocorticoides para aquellos hurones
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con prurito intenso, aunque solo cuando los propietarios no deseaban realizar el sacrificio
inmediatamente. El Uinico hurdn que sobrevivid habia sido tratado con suero hiperinmune anti-
CDV (Seromoquil; Laboratorios Iven) durante las fases tempranas de la enfermedad. Siete
hurones fueron sacrificados en base a la disfuncion respiratoria, el prurito intenso, el letargo y/o

las extensas costras en la cara. Los otros seis hurones murieron de forma natural.

4.3.5. Periodos de incubacién v curso de la enfermedad

Los hurones 1, 2 y 7 ya estaban enfermos cuando fueron adquiridos por sus propietarios. Los
periodos de incubacidon minimos (dias entre la compra final del animal y el desarrollo de
sintomatologia) se calcularon para seis hurones que empezaron a mostrar sintomatologia dias o
semanas después de la adquisicion por el propietario final y sin contacto con otro animal tras su
adquisicion final (hurones 8-13). Los periodos variaron entre 11 y 56 dias, con una mediana de
13,5 dias. La duracién de la enfermedad se calculd para los 13 hurones que murieron (hurones 1-
13) y vari6 entre 14 y 34 dias, con una mediana de 21 dias. La edad al inicio de la sintomatologia
se calcul6 para 13 hurones (hurones 1-12 y 14) vari6 entre nueve y 24 semanas, con una mediana
de 18 semanas. El brote durd tres meses, de abril a junio de 2006, periodo en el cual otros
veterinarios de la ciudad de Barcelona reportaron un aumento del diagndstico de moquillo en

hurones.

4.4. Discusion

El moquillo canino es una enfermedad virica grave con una mortalidad cercana al 100% en
hurones (Fox et al., 1998). Cuando la enfermedad se induce de forma experimental los periodos
de incubacidn varian entre cuatro y nueve dias (Evermann et al., 2001; Kauffman et al., 1982;

Stephensen et al., 1997; von Messling et al., 2003; Welter et al., 2000; Wimsatt et al., 2001); sin
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embargo, los periodos de incubacion son dificiles de determinar durante un brote natural porque
es muy dificil conocer el dia exacto de la infeccion de cada animal (Williams ez al., 1988). La
mayoria de los 14 hurones del estudio tuvieron periodos de incubacidon prolongados, que incluso
excedieron de los 56 dias en un caso. Se han observado periodos de incubacion de hasta 52 dias

en turones de pies negros (Mustela nigripes) que se infectaron y murieron de forma natural

(Williams et al., 1988).

Tres de los hurones que habian sido vacunados con una vacuna atenuada de origen aviar
desarrollaron signos clinicos a los 11-20 dias después de la vacunacion. Este tipo de vacuna es
segura en hurones y no induce moquillo post-vacunal (Appel, 1987; Appel y Summers, 1995).
En los afios anteriores y posteriores al brote descrito en esta tesis, el autor ha usado la misma
vacuna de forma segura en mas de 200 hurones, lo que apoya la idea de que que el uso de la
vacunacion en estos tres hurones no fue la causa de la enfermedad. Probablemente estos tres
hurones estaban incubando la enfermedad cuando fueron vacunados, y la vacuna no pudo tener
ningun efecto protector o terapéutico, aunque pudo variar las caracteristicas de la enfermedad.
Sin embargo, se debe tener en cuenta la posibilidad de que hurones infectados de forma
subclinica puedan desarrollar la enfermedad a consecuencia de la vacuna, pues se ha estimado
que entre el 25 y el 75% de los perros infectados por el virus del moquillo desarrollan

infecciones subclinicas (Greene y Appel, 2006).

Los signos clinicos y la progresion de la enfermedad observada en estos casos mostraron tanto
similitudes como diferencias con respecto a las caracteristicas del moquillo descrito previamente
en hurones (Fox et al., 1998; Rosenthal, 2004). Sintomas como la fiebre (especialmente en las

fases tempranas de la enfermedad), la secrecion oculonasal, la dermatitis costrosa, la
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hiperqueratosis en las almohadillas plantares, la neumonia y la muerte se han descrito en la

bibliografia (Fox et al., 1998) y también se observaron en el presente brote.

La dermatitis pruriginosa, inicialmente en las zonas dorso-cervical e interescapular, y luego en la
zona del rostro asociada a una dermatitis descamativa y costrosa, se ha citado de forma
infrecuente en hurones con moquillo (Blair et al., 1998; Davidson, 1986). El prurito intenso se ha
citado como un signo comun e inicial en turones de pies negros infectados de forma natural con
moquillo canino (Williams et al., 1988), pero este signo no se observa cuando la enfermedad es

inducida por la vacuna (Carpenter et al., 1976).

Los signos neurologicos son frecuentes (Blair er al., 1998; Fox et al., 1998; Gill er al., 1988;
Stephensen et al., 1997) y generalmente son la causa de muerte o el motivo del sacrificio. Sin
embargo, las diferentes cepas del virus muestran diferencias en su neurotropismo (Appel, 1987;
Evermann et al., 2001). Una infeccion experimental con una cepa atenuada del virus produjo
enfermedad respiratoria con muerte de algunos hurones por neumonia, pero ninguno desarrolld

signos neurologicos (Kauffman et al., 1982).

Los turones de pies negros con moquillo post-vacunal desarrollaron signos neurologicos
(Carpenter et al., 1976), pero esos signos no aparecieron cuando la infeccidon fue natural
(Williams et al., 1988). Ninguno de los hurones del presente estudio mostr6 signos neuroldgicos,
ni siquiera en la fase final de la enfermedad. Todos sufrieron problemas respiratorios graves que
fueron la principal causa de muerte o sacrificio. Sin embargo, los cerebros de estos hurones no se
analizaron histoldégicamente y, por lo tanto, no se puede descartar la infeccion del sistema
nervioso central. La neumonia fue la principal causa de muerte en hurones inoculados con una

cepa atenuada del virus (Kauffman er al., 1982), pero esta afectacion respiratoria fue menos
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frecuente e incluso ausente en los hurones inoculados con cepas mas virulentas (Gill et al., 1988,

Stephensen et al., 1997).

Se ha citado que la duracion de la enfermedad es de 12 a 16 dias para hurones infectados con las
cepas de hurén, y de 21 a 35 dias para hurones infectados con las cepas de perro (Fox et al.,
1998). La duracion de la enfermedad durante el brote del presente trabajo fue similar a la
duracion descrita para cepas caninas, aunque en hurones infectados de forma natural por

moquillo se han descrito periodos mas largos (de hasta siete semanas) (Blair et al., 1998).

A partir de lavados broncoalveolares de tres hurones se identificé E. coli hemolitica en dos de
ellos y E. cloacae en el tercero. Ambas bacterias pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, que
pueden encontrarse en el suelo, en el agua o en las heces y pueden inducir infecciones en
situaciones de superpoblacion y falta de higiene (Harbarth er al., 1999; Quinn et al., 1994). En
hurones, se ha aislado E. coli hemolitica del intestino de animales tanto sanos como enfermos, lo
que sugiere que el organismo forma parte de la microflora intestinal normal (Liberson et al.,
1983; Marini et al., 2004). Aunque solo se realizaron cultivos bacterianos de tres hurones, se
describieron lesiones macroscopicas compatibles con neumonia intersticial en todos los hurones
examinados mediante necropsia y se considerd que todos los hurones estaban afectados por
neumonias bacterianas secundarias, probablemente en asociacion a condiciones de

superpoblacion y/o falta de higiene.

Ademas, en el pulmén del hurén 2 se encontraron cuerpos de inclusion compatibles con la
infeccion por herpesvirus. El virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina se ha aislado de un
hurén sano (Porter et al., 1975), pero para los autores esta es la primera cita de inclusiones

similares a herpesvirus en el pulmén de un hurén. No hubo diferencias clinicas significativas
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entre el hurdén con inclusiones compatibles con herpesvirus, los hurones con aislamiento de E.
cloacae o E. coli, o el resto de hurones, por lo que la importancia de estos hallazgos en el brote

estudiado es cuestionable y puede tratarse de infecciones secundarias.

Las variaciones bioldgicas entre las cepas del virus pueden influir en las caracteristicas de la
enfermedad que se produce, tanto en el periodo de incubacion como en la duracion, gravedad,
tropismo neurologico e indices de mortalidad (Appel, 1987; Davidson, 1986; Evermann et al.,
2001). La especie, la edad y el estado inmunologico del animal infectado también juegan un
papel en el desarrollo de la enfermedad (Appel, 1987). Tal como se ha descrito en el turon de
pies negros (Carpenter et al., 1976; Williams et al., 1988), la cepa, la dosis infectiva y la via de
transmision podrian ser las responsables de las diferencias clinicas observadas entre el moquillo
post-vacunal, el inducido experimentalmente y el moquillo adquirido de forma natural, lo que

también se describe en nuestro trabajo.

El estado inmunolégico del hospedador también podria explicar la ausencia de signos clinicos en
un hurén que vivido con seis de los hurones infectados (hurones 1-6) durante 38 dias. Aquél
habia nacido en una casa privada en Espafia y, a diferencia de los otros hurones, no habia
experimentado ningun episodio de estrés cuando tenia menos de dos meses de edad, como podria
ser destete, vacunacion de rabia, identificacion mediante microchip, esterilizacion quirtargica y
viajes largos; como resultado, se podria considerar que su estado inmunolégico le podria haber

ayudado a superar una infeccion subclinica.

La tasa de mortalidad en hurones con moquillo pueden variar del 50% al 100% (Davidson,
1986), por lo que es recomendable iniciar un tratamiento. La administracion de suero

hiperinmune contra el moquillo canino merece consideracion terapéutica debido a la eficacia
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demostrada en el presente estudio en uno de los animales. Sin embargo, también hemos
comprobado que, tal como afirman Evermann et al. (2001), es improbable que el tratamiento sea
eficaz una vez que el huron ha empezado a mostrar signos moderados o avanzados de la

enfermedad.

Hemos de destacar que este brote de moquillo canino en hurones se caracterizd por prurito
generalizado, periodos de incubacion prolongados, ausencia de signos neuroldgicos y la
presencia de neumonia como principal causa de muerte. Se cree que la cepa implicada era una
cepa atenuada de moquillo canino, con coinfecciones por E. cloacae, E. coli y, posiblemente, un
herpesvirus. La infeccion natural por moquillo en hurones puede diferir de forma significativa de
la enfermedad inducida experimentalmente o por vacunacion, y los veterinarios deben estar
atentos a las posibles variaciones del curso clinico de la enfermedad en hurones para poder
diagnosticarla de forma correcta. La vacunacion es vital para la prevencion de esta enfermedad

en hurones.
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5. DESCRIPCION Y CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD POR

CORONAVIRUS SISTEMICO EN HURONES
5.1. Introduccion

En el afo 2004 se empez6 a observar en Espafia una enfermedad hasta entonces desconocida que
afectaba a los hurones domésticos y que presentaba lesiones microscopicas similares a las descri-
tas en la peritonitis infecciosa felina (PIF). Las lesiones histopatologicas y los resultados inmu-
nohistoquimicos frente a coronavirus se describen en el capitulo 6 de esta tesis. En este capitulo
se presentaran las caracteristicas clinicas de la enfermedad asi como informacion sobre su epi-

demiologia, signos clinicos, resultados laboratoriales, tratamiento y mortalidad.

5.2. Material y métodos

El estudio incluyé nueve animales (cinco hembras y cuatro machos) que desarrollaron la enfer-
medad y fueron diagnosticados y tratados por el autor de esta tesis. La mayoria de los pacientes
se habian comprado en tiendas de animales (8/9) y provenian de Nueva Zelanda (3/9), Holanda
(1/9) y Espafia (1/9); si bien, de cuatro hurones no pudo obtenerse informacion sobre su un ori-

gen (Tabla 5.1).

La historia previa a la fecha de adquisicion de los hurones por parte de los propietarios finales
fue muy escasa, si bien, se constatd el hecho de que algunos hurones se habian mantenido en una
granja con posible contacto con otras especies (como perros, gatos, conejos, roedores, aves y rep-
tiles) hasta el dia de su venta a las tiendas de animales. Los hurones se adquirieron finalmente
por propietarios de la ciudad de Barcelona, se alimentaron con una dieta seca para huron y tuvie-
ron poco o ningin acceso al exterior de las viviendas. Seis hurones afectados vivian con otros

hurones y uno vivia conjuntamente con otros hurones y gatos. Tres hurones se vacunaron de mo-
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quillo con vacuna atenuada de origen aviar durante el primer mes en casa de los propietarios fi-

nales.

Los hurones 1 y 4 nacieron en 2003 (antes de que se detectaran los primeros casos) y murieron
tras la introduccion y muerte de compafieros mas jovenes (Tabla 5.1.). El huron 4 empezd a mos-
trar signos clinicos tres meses después de la muerte de su nuevo compafiero (hurdn 3 en el estu-
dio). El huron 1 presentd signos clinicos cinco meses después de la introduccion de un nuevo
compafiero mas joven y muridé cuatro meses mas tarde; su compafiero enfermo y muri6 alrededor
de la misma fecha, con signos clinicos y hallazgos clinicopatoldégicos compatibles con la enfer-
medad por coronavirus sistémico, pero en este individuo no se pudo realizar necropsia ni histo-

patologia.

Los signos clinicos aparecieron entre los 1,25 y los 8,75 meses de edad (mediana = 4,25 meses) y
entre los 0 y los 4,75 meses tras la compra final (mediana = 0,75 meses). Los hurones 1 y 4 se

consideraron outliers y no se incluyeron en estos calculos.
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Compra por | Inicio de
Huroén | Sexo Origen Nacimiento | el propietario | los signos Muerte
final clinicos
1 Espafia 01/06/2003 01/10/2003 | 10/10/2004 | 03/02/2005
2 Desconocido | 22/07/2004 15/10/2004 | 08/11/2004 | 23/11/2004
3 Nueva 14/07/2004 18/09/2004 | 11/02/2005 | 07/03/2005
Zelanda
4 Nueva 01/04/2003 10/09/2003 | 03/06/2005 | 04/07/2005
Zelanda
5 N 01/09/2004 15/01/2005 | 25/05/2005 | 20/09/2005
ueva
Zelanda
6 Holanda 15/02/2005 21/03/2005 |21/03/2005 | 29/08/2005
7 Desconocido | 01/09/2004 01/11/2004 |02/12/2004 | 07/06/2005
8 Desconocido | 13/04/2005 20/08/2005 | 20/08/2005 | 18/10/2005
9 Desconocido | 03/01/2006 * 29/06/2006 | 27/07/2006

Tabla 5.1. Historia de los nueve hurones diagnosticados con enfermedad por coronavirus sisté-

mico.

* Este hurdn se diagnosticé mientras estaba en una tienda de animales y no fue adquirido poste-

riormente.
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5.3. Resultados

5.3.1. Signos clinicos

La mayoria de hurones (7/9) mostraron diarrea marrén o amarillo-verdosa como primer signo
clinico. Se encontraron parasitos (Giardia, coccidios) en dos de estos hurones, pero el tratamien-
to especifico no resolvid la diarrea, aunque la carga parasitaria desaparecio. A lo largo del curso
de la enfermedad, la diarrea progres6 de marron a amarillo-verdosa y finalmente a verdosa o
hemorragica. Los primeros signos observados en seis animales consistieron en letargo, hipo-

rexia/anorexia, pérdida de peso o incapacidad para ganar peso en animales en crecimiento.

Los otros tres hurones presentaron también los mismos signos de forma mas tardia. La debilidad
progresiva del tercio posterior se observo en seis animales, tanto como un signo temprano como
tardio. En dos animales las convulsiones y los temblores precedieron la muerte. Otros signos
menos frecuentes fueron tos (3/9), vomito (2/9), ictericia (1/9) y areas focales de eritema (1/9).

En todos los animales se observaron mejorias intermitentes durante el curso de la enfermedad.

5.3.2. Hallazgos clinicopatolbogicos

En todos los casos se observo que el peso corporal estaba por debajo de lo considerado como
normal y se detectaron anomalias en la palpacion abdominal. Se detectaron masas abdominales
en los nueve hurones (Fig. 5A). Posteriormente, y mediante laparotomia exploratoria, radiografia
0 necropsia se observo que estas masas se correspondian con linfonodos mesentéricos hiperpla-
sicos (9/9) (Fig. 5B), esplenomegalia (8/9) (Fig. 5C) y nefromegalia (3/9). La superficie de estos
organos, particularmente los rifiones y los linfonodos mesentéticos, era irregular en algunos ca-

sos. El aumento de la temperatura rectal (>40°C) s6lo se observo en tres animales. Los cambios
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hematoldgicos fueron variables e inespecificos, e incluyeron anemia no regenerativa (4/7), leu-

cocitosis neutrofilica (2/7) y linfopenia (3/7).

Serolégicamente, en todos los hurones se detecté una hiperglobulinemia con gammapatia poli-
clonal, con una hiperproteinemia concurrente en cuatro hurones. Los niveles de globulinas fue-
ron superiores a 4,2 g/dL y representaron el 77,2-88,9% (mediana = 79.9%) del total de proteinas
plasmaticas (Fig. 5D). Ademas, las y-globulinas fueron mayores de 1,8 g/dL y representaron el
35,5-60.9% (mediana = 43,6%) del total de proteinas. La relacion albumina:globulina fue baja en
todos los casos (0,13-0,29, mediana = 0,26). También se detectaron aumentos moderados de glo-

bulinas a y .

Otros parametros bioquimicos (Aspartato Aminotransferasa [AST], Fosfatasa Alcalina [AP],
Nitrégeno Uréico [BUN], creatinina, glucosa, colesterol, calcio y fosforo) mostraron valores
considerados como normales en todos los hurones analizados (5/5). No se detectaron anticuerpos
de la enfermedad aleutiana en los hurones analizados (6/6) (Quickchek® ADYV, Avecon Diag-
nostics, Bath, PA, Estados Unidos). Se tomaron radiografias de cuatro animales, que presentaron
ascitis (1/4), esplenomegalia (3/4) y nefromegalia (2/4). En uno de estos animales se realizdo un
estudio radiografico con contraste que indentificé una masa abdominal desplazando los intesti-

nos (Fig. 5E).
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TP = 6.2 gidL
y-globulin = 2.5 g/dL (40.32% of TP)

Figura 5. Hallazgos en hurones diagnosticados con enfermedad sistémica por coronavirus.

A. Linfadenomegalia mesentérica (flecha) en el hurdn 9 antes de la laparotomia exploratoria y la
biopsia. B. Linfadenomegalia mesentérica (flechas) en el hurén 6. C. Esplenomegalia (flechas)
en el hurén 9. D. Hipergammaglobulinemia policlonal en el hurén 8. También se observan au-
mentos en las globulinas o y B. E. Radiografia de contraste en el huron 5. El espacio en el abdo-
men sin asas intestinales (flechas) estaba ocupado por un linfonodo aumentado de tamafo. S:
estdmago
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5.3.3. Tratamiento y desenlace

Dependiendo de los signos clinicos y de los hallazgos clinicopatologicos, el enfoque terapéutico
vari6 e incluyd glucocorticoides, esteroides anabolizantes, antiobidticos, antiprotozoarios, antin-
flamatorios no esteroideos, fArmacos citotoxicos y soporte nutricional. Algunos animales mejora-
ron, de forma subjetiva y transitoria, con el tratamiento durante algunas semanas o meses, pero
su condicion corporal finalmente se deteriord y todos los animales murieron o fueron sacrifica-

dos.

Se realiz6 una esplenectomia en unos de los hurones con esplenomegalia y en dos animales se
realizaron laparotomias y biopsias de los linfonodos mesentéricos. El huron de la esplenectomia
(hurdén 1) sobrevivid tres meses tras la cirugia. Las biopsias de linfonodos mesentéricos (hurones
2 y 9) fueron positivas para enfermedad granulomatosa y los hurones se sacrificaron una semana
después del procedimiento quirargico. En los hurones en los que no se realizdo ningun procedi-
miento quirdrgico, el tiempo entre el inicio de signos clinicos y la muerte fue de uno a seis meses

(mediana = 3 meses).

5.4. Discusion

Martinez et al. describieron en 2006 una nueva enfermedad en hurones con lesiones histopatolo-
gicas similares a las observadas en gatos con PIF; estos hurones fueron positivos a antigeno de
coronavirus grupo I mediante deteccion inmunohistoquimica. A la enfermedad se le denomind
sindrome inflamatorio granulomatoso (Granulomatous Inflammatory Syndrome: GIS) de los
hurones, aunque otros trabajos sugirieron el término Ferret Systemic Coronaviral Disease

(FSCVD) (Garner et al., 2008).
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La informacién proporcionada por el presente estudio ha sido muy util para los veterinarios que
trabajan con hurones al facilitar el diagndstico y el prondstico adecuados de esta enfermedad.
Nuestro trabajo demuestra la presencia de diarrea como primer signo clinico en los hurones con
FSCVD. Igualmente, muestra que los animales afectados suelen ser hurones jévenes adquiridos
en las semanas o meses previos al desarrollo de la enfermedad, y que la presencia de linfadeno-
patia mesentérica y de hipergammaglobulinemia policlonal es caracteristico e indicativo de esta

enfermedad.

En la mayoria de los casos también se encontr6d esplenomegalia y debilidad del tercio posterior,
aunque €stos son signos inespecificos frecuentes en muchas otras enfermedades de hurones (An-
tinoff, 2004; Petrie y Morrisey, 2004; Welchman et al., 1993). Ademas, la incomodidad causada
por la esplenomegalia o la linfadenomegalia puede reflejarse en la debilidad del tercio posterior

(Antinoft, 2004).

La fiebre, la anemia y la linfopenia se encontraron de forma inconsistente en hurones con
FSCVD, lo que se ha observado también en gatos con PIF (De Groot-Mijnes et al., 2005;
McReynolds y Macy, 1997; Pedersen, 1995). Otros signos clinicos (como convulsiones, ictericia
y tos) podrian depender de la formacion de granulomas en determinados 6rganos (Addie y Ja-
rrett, 2006; McReynolds y Macy, 1997). Unos de los hurones afectados mostr6 ascitis, aunque
las lesiones histopatologicas y el andlisis del liquido presente en la cavidad abdominal fueron
similares a lo observado en la PIF seca de los gatos; es probable que la ascitis fuera secundaria a
la formacion de granulomas en 6rganos parenquimatosos. Ademas, en ocasiones se observa la

presencia de exudados en las cavidades corporales de gatos con PIF seca (Weiss, 1994).
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El diagnéstico diferencial de los hurones con linfadenopatia mesentérica e hipergammaglobuli-
nemia incluye linfoma y enfermedad aleutiana. En la enfermedad aleutiana no siempre se obser-
va hipergammaglobulinemia y linfadenopatia (Petrie y Morrisey, 2004; Porter et al., 1982; Une
et al., 2000; Welchman et al., 1993) y, cuando estan presentes, generalmente son menos marca-
das que en los casos observados de FSCVD (Fox et al., 1998; Petrie y Morrisey, 2004; Porter et
al., 1982; Welchman et al., 1993). A diferencia de los casos de FSCVD referenciados aqui, en la
enfermedad aleutiana en hurones la gammopatia es monoclonal (Fox ef al., 1998; Palley et al.,

1992) y la diarrea no es frecuente (Fox et al., 1998; Petrie y Morrisey, 2004).

Otras pruebas para detectar enfermedad aleutiana son la serologia y la histologia (Petrie y Morri-
sey, 2004; Porter et al., 1982), aunque la PCR y la hibridacion in situ también se pueden realizar.
El linfoma puede producir lesiones macroscopicas idénticas a la FSCVD, pero es muy raro en-
contrar hipergammaglobulinemia asociada a esta neoplasia (Ammersbach et al., 2008; Erdman et
al., 1998). En algunos casos de linfoma se ha observado linfocitosis y linfocitos circulantes ano-
malos (Ammersbach et al., 2008; Erdman et al., 1998; Williams y Weiss, 2004), pero esto no se

ha observado en hurones con FSCVD.

Se utiliz6 la histopatologia y las técnicas inmunohistoquimicas para diagnosticar FSCVD en es-
tos hurones; sin embargo, se puede realizar un diagnodstico presuntivo inicial basado en la histo-
ria, los signos clinicos y los hallazgos clinicopatologicos. El andlisis histopatologico de las biop-
sias de los linfonodos mesentéricos obtenidas mediante laparotomia exploratoria fue una opcion
diagndstica en animales vivos. Se debe considerar el uso futuro de otras opciones diagnosticas

utilizadas en gatos con PIF, como la serologia y/o la PCR.
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El tratamiento fue ineficaz en todos los casos. Sin embargo, esta afirmacion podria estar sesgada
por el hecho de que el diagnostico de la enfermedad fue por necropsia e histopatologia en la ma-
yoria de casos (es decir, que los animales afectados que se podrian haber recuperado de la en-
fermedad no se habrian diagnosticado definitivamente y, por tanto, no se habrian incluido en este

estudio).

Ademas, el tratamiento no fue idéntico en todos los animales, aunque siempre incluyd corticoste-
roides y un tratamiento sintomdtico y de soporte. El tratamiento y la prevencion de FSCVD en
hurones deberian seguir las mismas pautas que en la PIF felina. Por ultimo, las recuperaciones
temporales observadas durante el tratamiento podrian no estar relacionadas con la eficacia de la
terapia y podrian ser el resultado del curso normal de la enfermedad, tal como ocurre en la PIF

felina (De Groot-Mijnes et al., 2005).

La mayoria de hurones incluidos en este estudio fueron animales jovenes que se habian importa-
do de otros paises. Estos hurones fueron destetados, esterilizados quirargicamente, identificados
mediante microchip y vacunados contra la rabia cuando tenian menos de 2 meses de edad. En-
tonces eran enviados a otros paises, donde se mantenian en granjas o instalaciones con una ele-
vada densidad de poblacion y se repartian a las tiendas de animales, donde eran adquiridos por el
propietario final. En estas condiciones, es muy posible generar un estado de inmunosupresion

por estrés y, por tanto, generar una mayor susceptibilidad a las enfermedades infecciosas.

Tal como se ha referenciado cientificamente, la inmunosupresion facilita el desarrollo de PIF en
gatos (Addie y Jarrett, 2006; De Groot-Mijnes et al., 2005), y es muy posible que una situacion
similar ocurra en hurones con FSCVD. Ademas, se ha descrito que la PIF es una enfermedad que

afecta principalmente a gatos jovenes que se crian en ambientes con muchos gatos, como por
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ejemplo centros de acogida, lo que favorece la transmision oro-fecal del coronavirus (Pedersen,

1995); esta situacion se detectd en los hurones afectados por FSCVD.

Tal como se ha referenciado en la PIF (Pedersen, 1995), FSCVD podria ser una nueva enferme-
dad o bien podria haber pasado desapercibida y se habria introducido recientemente en las pobla-
ciones de animales domésticos, mediada por algunos cambios en el actual manejo de los hurones

que podrian haber favorecido la infeccion y la enfermedad.

Trabajos mas recientes han demostrado que el FSCV est4d mas relacionado con el FECV que con
otros coronavirus del grupo 1 (Wise et al., 2010). En cualquier caso, parece claro que los prime-
ros casos de FSCVD comenzaron a detectarse en 2003, algo que también observaron Garner et
al. (2008). Los resultados del presente estudio indican que la aparicion o diseminacion de
FSCVD ha podido estar asociada a situaciones de estrés, mala higiene y el auge comercial de

estos animales como mascotas.

La epidemiologia de FSCVD también sigue patrones similares a PIF, con brotes epizodticos
cuando aparece por primera vez, seguido de periodos en los que la enfermedad se comporta de
forma enzootica con escasa mortalidad (Pedersen, 1995). De hecho, en el presente trabajo se
confirmaron ocho casos (mas algunos probables) durante 2005, pero solo uno durante 2006. La
infeccion entre hurones en las granjas antes de la compra por el propietario final parece muy

probable.
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6. IDENTIFICACION DE ANTIGENO DE CORONAVIRUS TIPO 1 EN LAS LESIONES
HISTOLOGICAS DE LA ENFERMEDAD SISTEMICA POR CORONAVIRUS EN

HURONES

6.1. Introduccion

Tras la descripcion de la enfermedad por coronavirus sistémico en hurones y su caracterizacion
clinica y epidemiologica se investigaron las caracteristicas lesionales y la deteccion antigénica

del virus mediante técnicas inmunohistoquimicas en animales con esta enfermedad.

6.2. Material y métodos

6.2.1. Muestras

Se obtuvieron tejidos incluidos en parafina de nueve hurones (hurones 1-9) que murieron por en-
fermedad sistémica por coronavirus entre 2004 y 2005. Estas muestras estaban depositadas en el
Servicio de Diagndstico Anatomopatoldogico de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Autonoma de Barcelona. Las muestras para el desarrollo de este trabajo fueron rifion (n=8), bazo
(7), pulmén (6), linfonodo (5), intestino (5), higado (5), corazén (4), pancreas (2) y glandula

adrenal (1) (Tabla 6.1).

6.2.2. Histopatologia

Los bloques de parafina se cortaron en ldminas tisulares de 4 um de grosor y se tifieron con
hematoxilina-eosina (H&E) después de desparafinar. Las lesiones histologicas granulomatosas se
clasificaron siguiendo la propuesta de Kipar et al. (1998a), con una pequefia modificacion, que

fue la inclusion de una nueva categoria lesional (granuloma con neutréfilos), tal como se descri-
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be mas adelante. Se obtuvieron cortes adicionales que se tifieron con las tinciones histoquimicas
de Ziehl-Neelsen, acido peryddico de Schiff (PAS) y Warthin—Starry para descartar agentes
etiologicos como Mycobacterium, otras bacterias (como Helicobacter spp.) y organismos fingi-

COS.

6.2.3. Inmunohistoquimica (IHC)

Para la deteccion inmunohistoquimica de antigeno del coronavirus felino (FCoV) se utilizo el
anticuerpo monoclonal FCV3-70 (Custom Monoclonal Internationals, West Sacramento, Cali-
fornia, Estados Unidos) empleando el método de la peroxidasa-antiperoxidasa descrito por Kipar

et al. (1998a); se incluyeron controles positivos y negativos.

6.3. Resultados

6.3.1. Observaciones clinicas

La poblacion de hurones incluida en el estudio fueron cinco machos y cuatro hembras, con una
edad de 4-24 meses. Todos se mantuvieron como mascotas sin acceso al exterior de las vivien-
das. Un huron estaba en contacto con gatos y otros cuatro se mantenian con otros hurones. Los
signos clinicos se detallaron en el capitulo 5 de esta tesis doctoral y consistieron en diarrea, de-
bilidad del tercio posterior, anorexia y pérdida de peso. También mostraron linfadenomegalia,
esplenomegalia, anemia e hipergammaglobulinemia. La serologia realizada para detectar anti-
cuerpo contra el virus de la enfermedad aleutiana (Quickchek™ ADV, Avecon Diagnostics, Penn-
sylvania, Estados Unidos) fue negativa en todos los casos. El tratamiento con corticosteroides,

antibioticos y medidas de soporte no fue eficaz y todos los animales finalmente murieron o fue-
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ron sacrificados. Las necropsias fueron realizadas por veterinarios clinicos que enviaron las

muestras de tejidos fijadas en formol al laboratorio.

6.3.2. Hallazgos inmunohistoquimicos e histopatolégicos

En varios tejidos de ocho de los nueve hurones analizados se detectd antigeno de coronavirus
mediante inmunohistoquimica. La inmunotincidon positiva consistid6 en un precipitado cito-
plasmatico granular en macrofagos localizados en las lesiones granulomatosas. La distribucion y
el namero de tejidos positivos fueron los siguientes: linfonodo (4 animales), rifidn (2), bazo (2),

pulmoén (2), higado (2), pancreas (2), intestino (1), corazon (1) y glandula adrenal (1) (Tabla 6.1).

Las lesiones granulomatosas detectadas en ocho animales y positivas inmunohistoquimicamente
frente al virus se clasificaron atendiendo a sus componentes celulares y a distribucion; asi las le-
siones se clasificaron en: inflamacion granulomatosa difusa en las serosas, granulomas con areas

de necrosis, granulomas sin necrosis y granulomas con neutrofilos (piogranulomas).

La inflamacion granulomatosa difusa en serosas organicas se observo principalmente en linfo-
nodos (5 animales), intestino (3) y ocasionalmente en rifidn (1) y corazon (1). El infiltrado infla-
matorio, de moderado a abundante, estaba compuesto principalmente por macrofagos y escasas
células linfoplasmocitarias asociadas a la destruccion de las células endoteliales y del tejido adi-
poso adyacente. En algunos casos, las superficies serosas estaban cubiertas por capas de exudado

precipitado que contenian numerosos granulomas pequefios.
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Nédulo Glindula
Hurén | Rifién | Bazo | Pulmén | linfatico | Intestino | Higado | Corazén | Pincreas adrenal
1 - - - + - N N N N
2 - N N + N N N N N
3 + N N N N N N N +
4 - - - - - - - N N
5 - - + N - + + N N
6 - + - + + + N N N
7 - - - + N - - - N
8 - - - - - - - + N
9 N + N N N N N N N

Tabla 6.1. Andlisis inmunohistoquimico de los tejidos examinados en nueve hurones afectados
por enfermedad sistémica por coronavirus.

+: positivo
—: negativo

N: sin tejido disponible
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En los linfonodos, este exudado se asociaba con frecuencia a la proliferacion fibroblastica; en el
intestino, las fibras musculares subyacentes y la submucosa estaban afectadas en algunas mues-
tras. En el corazon los infiltrados se extendian de forma difusa ocupando grandes areas del mio-
cardio. El antigeno de coronavirus se observo en la mayoria de las lesiones en un pequefio

nimero de macréfagos.

Los granulomas con areas de necrosis se encontraron restringidos principalmente a la serosa y al
parénquima de los linfonodos (4 animales). En un caso este tipo de granuloma se encontrd en el
parénquima pancredtico, con una gran area de necrosis central rodeada de un pequeno borde de
macrdfagos y una fina capa de cé€lulas linfoplasmaciticas. En dos linfonodos (hurones 2 y 6) se
observaron areas de necrosis licuefactiva acompafiada de pequefios acimulos de cristales de co-
lesterol y macrofagos espumosos (Fig. 6.1). Se detectd antigeno viral en la mayoria de los casos

en un pequefio nimero de macrofagos.

Figura 6.1. Areas multifocales de
necrosis en un linfonodo mesentéri-
co de un hurdn afectado por enfer-
medad por coronavirus sistémico.

Hematoxilina y eosina, x 40.
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Los granulomas sin necrosis se observaron en el bazo (3 animales), linfonodos (2), pulmén (1),
pancreas (1), placas de Peyer (1) y omento (1). Estos granulomas eran pequefos y con un centro
de macrdéfagos rodeado de numerosas células linfoplasmocitarias (Fig. 6.2.1). Se observaron
acumulos focales y moderados de tejido conjuntivo en tres muestras de bazo y una de pulmoén.
En el omento, algunos de estos granulomas se localizaban junto a los vasos sanguineos. En la
mayoria de granulomas, el antigeno viral se observd en un gran nimero de macrofagos (Fig.

6.2.2).

Los granulomas con neutrofilos se encontraron en varios 6rganos: rifiéon (2 animales), bazo (1),
pulmon (1), linfonodo (1), higado (1) y glandula adrenal (1). El centro de cada granuloma con-
tenia un gran acimulo de neutrofilos, rodeado por una gruesa capa de macrofagos y células lin-
foplasmocitarias (Fig. 6.2.3). En la corteza renal y en los pulmones los granulomas eran numero-
sos y confluentes. En la mayoria de las lesiones se observaron numerosos macrofagos positivos a

la THC (Fig. 6.2.4).

Se observaron otras lesiones menos frecuentes. Asi, se detectd una vasculitis granulomatosa ne-
crotizante en la serosa de un linfonodo con algunos macrofagos que contenian antigeno de coro-
navirus. Ademas, se detectaron infiltrados linfoplasmocitarios perivasculares en el omento del

intestino, que fueron negativos a antigeno viral.
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Figuras 6.2.1-6.2.4.

6.2.1. Linfonodo. Granuloma sin necrosis, con un centro compuesto por macrofagos rodeados
por células linfoplasmocitarias. Hematoxilina y eosina. x 200.

6.2.2. Algunos macrdéfagos muestran un marcado positivo para el antigeno de coronavirus, que
consiste en un precipitado granular en el citoplasma. IHC. x 200.

6.2.3. Bazo. Granuloma con neutr6filos. Gran acumulacion de neutrofilos en el centro, rodeado
por un borde ancho de macréfagos y células linfoplasmaciticas. Hematoxilina y eosina. x 200.
6.2.4. Presencia moderada de antigeno de coronavirus en los macréfagos. IHC. x 200.
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Finalmente, junto con lesiones granulomatosas en distintos 6rganos, el pulmén mostrd lesiones
de neumonia lipidica endogena en dos hurones (hurones 1 y 5). Esta lesion vari6 entre leve, con
una distribucion subpleural multifocal, a grave, con una acumulacion alveolar difusa de cristales
de colesterol y macrofagos vacuolares conjuntamente con macroéfagos normales, células linfo-
plasmocitarias y fibrosis. La tincion inmunohistoquimica positiva se detectd en un pequefio

nuamero de macréfagos en las lesiones del hurdn 5.

No se detectd antigeno de coronavirus en ninguno de los tejidos del hurén 4. Sin embargo, las
lesiones histologicas observadas en este animal fueron similares a las observadas en los otros
ocho hurones, caracterizadas por granulomas pequefos sin necrosis en el bazo y una reaccion

granulomatosa difusa en la serosa de los linfonodos.

No se encontraron evidencias histologicas de otros patdgenos empleando las técnicas histoqui-

micas de Ziehl-Neelsen, PAS o Warthin—Starry.

6.4. Discusion

El anticuerpo monoclonal FCV3-70 utilizado para detectar antigeno de coronavirus del grupo [ y
los criterios de clasificacion de las lesiones granulomatosas fueron los mismos empleados pre-
viamente en gatos con PIF (Kipar et al., 1998a). Ocho de los nueve hurones mostraron antigeno

de coronavirus en al menos uno de los 6érganos examinados.

Las lesiones histologicas fueron muy similares a las descritas en gatos con PIF, aunque hubo tres

caracteristicas que merecieron un comentario:

(1) El nimero de neutro6filos asociados a las lesiones necrotizantes en gatos varia mucho depen-

diendo de los diferentes estudios (Berg et al., 2005; Kipar et al., 1998a), mientras que los neutro-
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filos fueron siempre abundantes en los hurones del presente estudio donde se encontraron estas
células. Como resultado de esta observacion se establecid una categoria adicional a las descritas
en gatos: los granulomas con neutréfilos (piogranulomas). Esto sugiere que los neutréfilos pue-

den tener un papel patogénico relevante en las lesiones encontradas en hurones.

(2) Se observd neumonia lipidica enddgena (histiocitosis alveolar) en el pulmén de dos hurones,
asi como inflamacion granulomatosa con necrosis y acumulacion lipidica en los linfonodos de
otros dos hurones. En tres de estos cuatro casos, la IHC mostr6 antigeno viral en los macrofagos
de estas lesiones. A pesar del pequefio numero de animales con estas lesiones, €éstas podrian indi-
car que algunos hurones tienen una predisposicion natural a desarrollar lesiones granulomatosas
con acumulacién de lipidos, lo que no tiene por qué estar asociado necesariamente a la infeccion
por coronavirus. De esta forma, la neumonia lipidica enddgena se ha relacionado con una res-
puesta inespecifica a un dafo, en la que participarian factores inherentes a esta u otras especies

(Dungworth, 1993).

(3) La vasculitis necrotizante granulomatosa se detectdé con menos frecuencia que en gatos con
PIF. Es posible, sin embargo, que debido a que las lesiones granulomatosas eran tan extensas y

graves en los hurones, las estructuras vasculares afectadas no se pudieran detectar.

La distribucion del antigeno frente a coronavirus del grupo I y el porcentaje de animales positi-
vos al utilizar la IHC presentaron caracteristicas muy similares a las descritas en gatos con PIF,
particularmente en lo que respecta a los granulomas necrdticos, que generalmente mostraron una
extensa area de necrosis, mientras que el antigeno viral se restringia a unos pocos macrdfagos.

Posiblemente, los macréfagos negativos a la IHC contenian una cantidad muy pequefia de virus
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no detectable por la técnica, o bien el nimero reducido de macréfagos en algunas lesiones reduc-

ia la probabilidad de detectar antigeno viral (Kipar et al., 1998a).

Se debe resaltar que, al igual que ocurre en gatos con PIF, los diferentes tipos de lesiones y la
deteccion de antigeno viral varian dentro del mismo animal e incluso dentro del mismo 6rgano.
Se ha sugerido que el responsable de esta variacion pueden ser los episodios recurrentes de vire-
mia asociada a los monocitos con desarrollo de nuevas lesiones en cada fase virémica (Kipar et
al., 2005). Esta hipotesis puede explicar los resultados negativos a la IHC en el huron 4, en el
cual se encontraron lesiones compatibles por la infeccidon por coronavirus sistémico. En la opi-
nion de este autor, debido a que probablemente este animal habia sufrido episodios previos de
viremia por coronavirus, la cantidad de virus presente era minima en las fases finales de la en-
fermedad, cuando el animal fue sacrificado. Los estudios con PIF en gatos sugieren la necesidad
de un examen mas exhaustivo de tejido granulomatoso infectado para poder encontrar un mayor
namero de macrofagos inmunopositivos. En gatos con PIF se ha demostrado antigeno de corona-
virus mediante inmunofluorescencia e IHC (Pedersen y Boyle, 1980; Tammer et al., 1995). En el
presente estudio, el anticuerpo utilizado en la IHC fue el FCV3-70, que reacciona con coronavi-
rus felino, canino, porcino y de hurones (Kipar et al., 1998a; Kipar et al., 1998b; Williams et al.,
2000). No se conoce que los coronavirus canino y porcino produzcan lesiones granulomatosas en
otras especies. El FECV produce enteritis catarral epizodtica solamente en el huron (Williams et
al., 2000; Wise et al., 2006). Por lo tanto, parece que s0lo hay tres posibles explicaciones a la
presencia de antigeno de coronavirus en las lesiones granulomatosas descritas en nuestro estudio:
una infeccién por FCoV; una infeccion por una mutacion del FECV (como se ha sugerido en el

caso del FCoV en gatos); o una infeccion por un coronavirus desconocido. Los trabajos poste-
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riores han mostrado que se trata de un coronavirus nuevo y diferente, aunque similar al FECV

(Wise et al., 2010).
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7. VALORACION DE LESIONES, ANTICUERPOS Y ANTIGENO DE ENFERMEDAD

ALEUTIANA EN HURONES CLINICAMENTE SANOS
7.1. Introduccion

La enfermedad aleutiana (AD) se ha investigado durante décadas en visones y hurones. En huro-
nes, las infecciones experimentales han sido capaces de reproducir la enfermedad y causar mor-
talidad. La alta prevalencia de la infeccion en algunas areas ha llevado a forzar medidas estrictas
de deteccion de portadores para evitar la introduccion de animales positivos en poblaciones li-
bres. Sin embargo, la enfermedad se considera muy rara en la préctica clinica y en los servicios
de patologia especializados en animales exdticos. Este estudio se realizo para clarificar la rela-

cion entre infeccion, enfermedad y el uso de diferentes pruebas diagnosticas.
7.2. Material y métodos

7.2.1. Animales

Para este estudio se utilizaron 10 hurones adultos clinicamente sanos (animales 1-10). Estos
hurones se habian utilizado como controles negativos (no infectados) en un trabajo sobre in-
fluenza. Durante estos experimentos previos, los hurones se mantuvieron en instalaciones del
Departamento de Recursos Animales de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Georgia,
bajo un protocolo aprobado por el Comité Institucional para el Uso y Mantenimiento de Anima-

les de la misma universidad. El protocolo al final del estudio dictaba el sacrificio de los animales.
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7.2.2. Anestesia, necropsia y toma de muestras

Los hurones se anestesiaron con isofluorano administrado mediante una mascara. Una vez que se
habia obtenido un plano quirargico de anestesia, se sacrificaron con una inyeccion intravenosa de
cloruro potésico. A continuacion se obtuvo una muestra de 3 ml de sangre de la vena cava crane-
al: 1 ml se colocd en acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) y los otros 2 ml se colocaron en

tubos de heparina.

De cada hurdn se obtuvo una muestra de saliva empleando un aplicador de algodén y se recogio
una muestra de orina haciendo presion leve en la vejiga; ambas muestras se colocaron en conte-
nedores estériles. Se realizaron las correspondientes necropsias, no mas tarde de tres horas des-
pués de la muerte de los animales y se tomaron muestras de higado, rifién, estdbmago e intestino
delgado que se colocaron para su fijacion en una solucidon tamponada de formol al 10%. De los
hurones 6-10 también se congelaron muestras de higado e intestino delgado a -20°C. Los tejidos
fijados en formol se procesaron de forma rutinaria para histologia (cortes de aproximadamente 5

um tefiidos con hematoxilina y eosina) y se evaluaron mediante microscopia optica.

7.2.3. Evaluacion histopatologica

Las secciones de los drganos se examinaron microscopicamente y se tom6 nota de la gravedad y
distribucion de las lesiones compatibles con AD (infiltracion linfoplasmocitaria. Los grados le-
sionales recibieron los valores siguientes: 0 = ausencia de lesiones significativas (histologia nor-
mal); 1 = alteraciones tisulares minimas; 2 = alteraciones tisulares leves; 3 = alteraciones tisula-
res moderadas; 4 = alteraciones tisulares graves. La distribucion lesional recibio la denominacion

de: F = Focal; M = Multifocal; D = Difusa.
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7.2.4. Serologia, reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) e hibridacion in situ

Las muestras de sangre, saliva y los 6rganos congelados se enviaron al Laboratorio de Enferme-
dades Infecciosas de la Universidad de Georgia. Se utilizo una PCR para detectar ADN de ADV
en saliva, orina y sangre en EDTA asi como en los tejidos congelados de los hurones 6-10; la
serologia para ADV se realiz6 en sangre heparinizada y la hibridacion in situ se llevd a cabo en
secciones de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina. Se utilizaron muestras de tejidos

de un hurén que murié por AD como control positivo de la hibridacion in situ.

7.2.5. Analisis estadistico

Se utiliz6é una prueba no paramétrica de correlaciéon de Spearman entre el grado lesional (suma
de los valores de todos los 6rganos) y la serologia; entre el grado lesional y la PCR (orina + sali-
va) y entre la serologia y la PCR (orina + saliva); se us6 una p < 0.05 como nivel de significancia

(Wessa, 2012).

7.3. Resultados

7.3.1. Patologia

No se encontraron lesiones macroscépicas significativas durante la necropsia de los hurones. Los
hallazgos histopatologicos fueron similares en todos los hurones. Los resultados se exponen en
detalle en la Tabla 7.1 y en la Fig. 7.1. Las lesiones histoldgicas se detectaron principalmente en
higado, estomago e intestino delgado. En el higado se observaron acimulos de linfocitos peque-
flos con algunas células plasmaticas y algiin neutrdfilo aislado; estas infiltraciones linfoplasmoci-
tarias enmascaraban las dareas portales y perivasculares en las zonas analizadas del higado

(Fig.7.1a-b). En el estdbmago, la 1dmina propia de la mucosa mostrd abundantes linfocitos y algu-

89



Enfermedad aleutiana

nas células plasmaticas y, raramente, algiin eosinéfilo; también se observaron foliculos linfoides
dispersos que se extendian en profundidad hasta la muscular de la mucosa y zona superficial de
la submucosa (Fig.7.1c-d). En el intestino delgado, las vellosidades eran cortas y las criptas lar-
gas ¢ hiperplasicas; la lamina propia adyacente mostré hipercelularidad con presencia de células
plasmaticas, algunos eosinofilos y raramente algun linfocito. En algunas zonas, las células
plasmaticas y los eosinofilos se localizaban desde la mucosa hasta la zona superficial de la sub-

mucosa (Fig. 7.1. e-f).

7.3.2. Serologia, PCR e hibridacién in situ

Los resultados de la serologia y de la PCR de sangre, orina y saliva se muestran en la Tabla 7.2.
Los resultados de PCR e hibridacion in situ en higado e intestino delgado de los hurones 6-10

fueron todos negativos.

7.3.3. Estadistica

La correlacion entre el grado lesional y la serologia fue de -0.564 (p=0.089); entre el grado lesio-

nal y la PCR fue de 0.205 (p=0.569); y entre la serologia y la PCR fue de -0.646 (p=0.043).
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Hurén Higado Rifién Estémago I;:legs;i;oo
1 2M 0 0 0
2 oM 0 2M 3D
3 1M 0 0 0
4 2M 0 1M 2D
5 1M 0 2M 0
6 2M 0 1F 0
" M 0 0 1D
8 1M 1M 0 1D
9 2M 0 0 0
10 IF 0 2F D

Tabla 7.1. Valoracion del grado y distribucion de la inflamacion linfoplasmocitaria en 10 huro-

nes clinicamente sanos.

Leyenda: Grado lesional: 0 = ausencia de alteraciones tisulares significativas; 1 = Lesiones

minimas; 2 = Lesiones leves; 3 = Lesiones moderadas; 4 = Lesiones graves. Grado de distribu-

cion: F = Focal; M = Multifocal; D = Difusa.
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Hurén PCR Sangre PCR Orina PCR Saliva Serologia
1 - - - 1:160
7 . - - 1:40
3 - - - 1:160
4 - ++ - 1:30
5 - + ++ 1:40
6 - + ++ 1:40
7 - ++ ++ 1:40
8 - Sin muestra - 1:80
9 - - + 1:80
10 - - + 1:80

Tabla 7.2. Serologia y PCR para ADV de sangre, orina y saliva en 10 hurones clinicamente sa-

nos.

Leyenda: - = negativo; + = ligeramente positivo; ++ = moderadamente positivo.

92




Enfermedad aleutiana

93



Enfermedad aleutiana

Figura 7.1. Alteraciones tisulares representativas observadas en higado, estdbmago e intestino
delgado en 10 hurones clinicamente sanos. (a) Higado, huron 4. Las areas portales muestran
hipercelularidad (flechas). HE. Barra = 200 um. (b) Higado, hur6én 4. Mayor aumento de la Fig.
7.1.a. Las areas portales muestran un nimero elevado de linfocitos (flecha). El asterisco repre-
senta la luz de un conducto biliar. HE. Barra = 10 pm. (c) Estdbmago, hurén 2. La mucosa gastri-
ca presenta un ligera hipercelularidad y contiene un foliculo linfoide (flecha). HE. Barra = 100
um. (d) Estobmago, hurén 2. Mayor aumento de la Fig. 7.1c. La ldmina propia muestra un nimero
aumentado de linfocitos (flecha) y células plasmaticas (punta de flecha). El asterisco indica la luz
de una glandula gastrica. HE. Barra = 10 um. (e) Intestino delgado, hurdn 4. Hipercelularidad
difusa de la mucosa de la lamina propia (flecha). HE. Barra = 100 um. (f) Intestino delgado,
huron 4. Mayor aumento de la Fig. 7.1e. La lamina propia muestra un aumento de células

plasmaticas (flecha) y eosinofilos (punta de flecha). HE. Barra =20 um.
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7.4. Discusion

Los hurones del presente estudio provenian del dmbito de la investigacion, no presentaron
ningun problema de salud de acuerdo al examen clinico y todos eran seropositivos a ADV. En
estudios previos con hurones se han citado seroprevalencias variables del 6 al 60% (Fox et al.,
1998; Oxenham, 1990; Porter et al., 1982; Welchman et al., 1993). Cuando se consideré la PCR
para ADV, el 60% de los animales del presente estudio fueron positivos en orina y/o saliva. Se
ha descrito con anterioridad la presencia de hurones clinicamente sanos con serologia positiva e
infeccion activa (con eliminacion de virus por orina y heces) (Pennick et al., 2005; Welchman et

al., 1993).

Todos los hurones del presente estudio mostraron infiltracion tisular por linfocitos y/o células
plasmaticas en al menos un 6rgano en cada animal analizado. La mayoria de estos infiltrados in-
flamatorios se observaron en el higado y en el tracto gastrointestinal, y escasamente en el rifion,
afectando solo un 10% de los hurones. Este tipo de lesiones histopatologicas compatibles con
AD en hurones no infectados por ADV o en hurones sin signos clinicos han sido referenciado

por otros autores (Kenyon et al., 1967; Porter et al., 1982; Welchman et al., 1993).

En el presente estudio no se detectd6 ADN de ADV en las muestras congeladas de higado e intes-
tino delgado de los hurones 6-10 utilizando PCR e hibridacion in situ; la ausencia de ADN viral
en las lesiones histopatologicas (independientemente de la serologia positiva y la excrecion de

ADV) sugiere que esos hurones no padecian AD.

Los titulos serologicos no se correlacionaron bien con las lesiones tisulares; como ejemplo, los
dos animales con los titulos de anticuerpos mas altos (1:160, hurones 1 y 3) s6lo mostraron infil-

trados inflamatorios minimos o moderados en higado y carecian de infiltrados en rifion, estoma-
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go ¢ intestino delgado. El animal con el valor lesional de gravedad mas alto (hurén 2) estaba en-

tre los cuatro hurones con los titulos de anticuerpos mas bajos (1:40).

Estadisticamente, la correlacion entre la serologia y el grado lesional no fue significativa, si bien
los valores estadisticos deben analizarse con cautela debido al bajo tamafio muestral. La correla-
cion entre la gravedad histologica y la PCR tampoco fue estadisticamente significativa, pero se
observo una correlacion negativa significativa entre la serologia y la PCR; una vez mas, debido

al bajo tamafo muestral, los valores de estas correlaciones deben interpretarse con cautela.

La ausencia de una adecuada correlacion entre las pruebas diagnosticas también se ha observado
en otros estudios en los que se ha trabajado con AD. Porter ef al. (1982) infectaron experimen-
talmente hurones con ADV y mostraron que s6lo en algunos casos el nivel de anticuerpos estaba
correlacionado de forma positiva con el nivel de hipergammaglobulinemia y con la gravedad de

las lesiones histologicas.

En visones infectados con ADV, la correlacion entre el ADN viral y las lesiones renales, asi co-
mo la relacion entre la serologia (por contraelectroforesis) y las lesiones renales fueron bajas
(Jackson et al., 1996). Ademas, las lesiones hepaticas y renales no necesariamente se correlacio-
nan entre si (Jackson et al., 1996). La correlacion negativa observada en el presente estudio entre
la serologia y la PCR es mas dificil de explicar: podria deberse al tamafio muestral, pero por otra
parte, deberia tenerse en cuenta el hecho de que el papel de los anticuerpos en el desarrollo de la

enfermedad aun no esta bien determinado.

En este sentido, la presencia de anticuerpos se ha relacionado directamente con el desarrollo de
AD (Best y Bloom, 2005; Fox et al., 1998), en cambio, en cachorros de visén se ha demostrado

que los anticuerpos protegen de la enfermedad (Best y Bloom, 2005) y se ha observado que los
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anticuerpos vacunales pueden colaborar en la prevencion de la enfermedad (Aasted et al., 1998;
Castelruiz et al., 2005). De ahi que se necesiten mas estudios para comprender la relacion entre

anticuerpos e induccion/proteccion de AD.

Considerando que todos los animales del presente estudio se encontraban aparentemente sanos,
no mostraron ningun sintoma clinico de enfermedad y eran positivos a PCR, serologia e histolog-
ia, la combinacion de estos hallazgos no debe considerarse como una forma adecuada de diag-
nosticar AD. Sin embargo, se ha demostrado que las lesiones histopatologicas, los titulos serolo-
gicos y la hipergammaglobulinemia son mas marcados en animales con AD que en animales li-

bres de la enfermedad (Jackson et al., 1996; Porter et al., 1982).

En nuestra opinion, la deteccion de ADN viral en los drganos con lesiones compatibles de AD es
la tinica forma eficaz de diagnosticar de forma precisa AD, si bien los signos clinicos, las lesio-
nes histologicas, altos niveles de gammaglobulinas, anticuerpos y excrecion de antigeno pueden
también ayudar al diagnostico. En nuestro trabajo no queda claro la utilidad de la PCR en sangre
ya que esta prueba resultd negativa en todos los animales investigados, los cuales también fueron

negativos a la enfermedad clinica.
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8. CONCLUSIONES FINALES

8.1. Conclusiones del capitulo 4 (Brote de moquillo canino en hurones domésticos)

- El moquillo canino en la poblacion estudiada afectd a hurones jovenes tras la pérdida de la in-

munidad maternal.

- Los eventos estresantes, como el destete, el transporte, las cirugias rutinarias (esterilizacion) o

los cambios de dieta pudieron facilitar la infeccion y el desarrollo de la enfermedad.

- Las caracteristicas de la enfermedad espontanea (periodo de incubacion, duracion, gravedad,
tropismo neurologico y mortalidad) variaron en comparacion con las observadas en infecciones
experimentales. Esto pudo estar asociado a la cepa del virus, la dosis infectiva, la via de infec-

cion y la edad y el estado inmunitario del hurén.

- En este estudio se presento el primer caso de cuerpos de inclusidon compatible con la infeccion

por herpesvirus en el pulmén de un hurén con moquillo.

8.2. Conclusiones del capitulo 5 (Descripcion y caracteristicas clinicas de la enfermedad por

coronavirus sistémico en hurones)

- Se describieron por primera vez las caracteristicas clinicas de la enfermedad por coronavirus
sistémica en hurones. Esta enfermedad presentd caracteristicas muy similares a la peritonitis in-

fecciosa felina.

- La enfermedad afect6 preferentemente a hurones jovenes; los principales signos clinicos fueron

la diarrea y la pérdida de condicion corporal; y los principales hallazgos clinicos y laboratoriales
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fueron la hipergammaglobulinemia policlonal y la presencia de masas abdominales a la palpa-

cion.

- La enfermedad fue mortal en todos los casos estudiados.

- Los gatos no parecieron tener ninguna implicacion en esta enfermedad.

8.3. Conclusiones del capitulo 6 (Identificacion de antigeno de coronavirus tipo 1 en las le-

siones histoldgicas de la enfermedad sistémica por coronavirus en hurones)

- La enfermedad por coronavirus sistémico en hurones se caracterizd histologicamente por una
reaccion inflamatoria granulomatosa que afect6 a multiples 6rganos, de manera similar a lo que

ocurre en la PIF en gatos.

- Los granulomas identificados se dividieron morfol6gicamente en 4 tipos: a) inflamacion granu-
lomatosa difusa en las superficies serosas; b) granulomas con areas de necrosis; ¢) granulomas

sin necrosis; y d) granulomas con neutréfilos (piogranulomas).

- La inmunohistoquimica demostré la presencia de antigeno de coronavirus tipo I en los macro-

fagos de las lesiones granulomatosas.

8.4. Conclusiones del capitulo 7 (Valoracion de lesiones, anticuerpo y antigeno de enferme-

dad aleutiana en hurones clinicamente sanos)

- La prevalencia de anticuerpos contra el ADV fue muy alta en la poblacion de hurones estudia-

da.
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- No se encontr6 antigeno de ADV en las lesiones histologicas compatibles con AD, por lo que
se concluyd que los infiltrados linfoplasmocitarios en esos animales no tienen por qué ser la con-

secuencia de una infeccion por ADV.

- Se describieron hurones sanos (sin AD) con lesiones histopatologicas compatibles con AD,

PCR positiva para ADV y serologia positiva frente a anticuerpos anti-ADV.

- No hubo una buena correlacion entre los resultados de las diferentes pruebas diagnosticas

(PCR, serologia e histopatologia).

- Se recomendo la deteccion de antigeno de ADV en tejidos con infiltrados linfoplasmaciticos

como método de diagnostico definitivo de AD.

103



Conclusiones finales

FINAL CONCLUSIONS

Conclusions from chapter 4 (Outbreak of canine distemper in domestic ferrets)

- Canine distemper in the studied population affected young ferrets after the loss of maternal

immunity.

- Stressful events, such as weaning, transportation, routine surgeries (spays and castrations) or

diet changes could have facilitated infection and the development of clinical disease.

- The characteristics of spontaneous disease (incubation period, length of disease, severity, neu-
rological tropism and mortality) differed significantly compared to observations in experimental
infections. This could be related to the strain of virus, infective dose, infective route, and ferret’s

age and immune status.

- This study presented the first reported case of inclusion bodies compatible with herpesvirus in-

fection in the lung of a ferret.

Conclusions from chapter 5 (Clinical aspects of Ferret Systemic Coronaviral Disease in

domestic ferrets)

- The clinical characteristics of Ferret Systemic Coronaviral Disease are described for the first

time. This disease has similar characteristics to Feline Infectious Peritonitis.

- The disease affected mainly young animals; most important clinical signs were diarrhea and
loss of body condition; and the main clinical and laboratory findings were polyclonal

hypergammaglobulinaemia and the presence of abdominal masses on palpation.
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- The disease eventually caused the death of all the animals in the study.

- Cats did not seem to be implicated with the development of disease in ferrets.

Conclusions from chapter 6 (Identification of group I coronavirus antigen in multisystemic

granulomatous lesions in domestic ferrets)

- Ferret Systemic Coronaviral Disease is characterised microscopically by a granulomatous in-
flammatory reaction affecting multiple organs, similar to the histological changes observed in

cats with Feline Infectious Peritonitis.

- Granulomas were divided morphologically in 4 types: a) diffuse granulomatous inflammation
in serosal surfaces; b) granulomas with areas of necrosis; ¢) granulomas without necrosis; and d)

granulomas with neutrophils.

- Immunohistochemistry demonstrated the presence of antigen against type I coronavirus in the

macrophages of the granulomatous lesions.

Conclusions from chapter 7 (Testing for Aleutian disease virus in clinically healthy domes-

tic ferrets)

- Antibody prevalence against ADV was very high in the population studied.

- Antigen of ADV was not found in any of the histological lesions compatible with AD, and
therefore it was concluded that lymphoplasmacytic infiltrates in these animals are not a neces-

sary consequence of ADV infection.
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- The study described healthy ferrets (without AD) with histological lesions compatible with AD,

positive PCR for ADV and positive serology against ADV antibodies.

- There was a poor correlation among the results of the diagnostic tests performed (PCR, serolo-

gy and histopathology).

- Detection of ADV antigen in tissues with lymphoplasmacytic infiltrates was recommended as a

method to provide definitive diagnosis of AD.
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