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INTRODUCCION

La enfermedad hemorragica virica del conejo (RHD) es una enfermedad altamente
contagiosa compartida entre el conejo silvestre y el doméstico, si bien en la mayoria de las
ocasiones se podria considerar a aquel como el principal reservorio de la enfermedad para
la cunicultura doméstica. Esta enfermedad suele cursar con elevadas mortalidades en las
explotaciones cunicolas, especialmente entre los reproductores y hacia la finalizacion del
cebo, siendo una enfermedad facilmente controlable mediante la aplicacion de un protocolo
de vacunacion. Esta enfermedad es enzootica en las poblaciones de conejo silvestre, con
brotes epizoodticos que suelen aparecer en primavera u otono. El agente etiolégico de la
misma es un miembro del grupo de los calicivirus, grupo caracterizado por su facilidad para
mutar y originar nuevas variantes. El virus RHD, aparentemente, se origin6 a partir de un
ancestro no patogénico presente en el Centro y Norte de Europa. En la Peninsula Ibérica no
se han encontrado evidencias de que existiese ese ancestro no patogénico, de tal forma que
todas las cepas de RHD aisladas hasta la actualidad parecen proceder de una Unica cepa
patdgena causante de las primeras epizootias ocurridas a finales de los afios ochenta,
sugiriendo el aislamiento geografico de la Peninsula Ibérica respecto del resto de Europa
debido al efecto barrera de los Pirineos (Alda et al., 2010).

No obstante, durante el afio 2011, se detectaron, inicialmente en el tercio norte de Espania,
una serie de brotes de RHD que cursaron de forma atipica, con incremento de la mortalidad
en las granjas afectadas incluso en animales con menos de 30 dias de edad, y con una
clara y grave disminucién de la eficacia de la vacunacién (Comenge y Mora, 2011). La
epidemiologia de estos brotes atipicos se asemejé mucho a la denunciada en brotes de
RHD acaecidos en Francia meses antes (desde octubre de 2010) y en donde se identificd,
como agente etiol6gico, una nueva variante del virus relativamente diferente de las aisladas
hasta entonces en ese pais (LeGall-Reculé et al., 2011). La caracterizacion del agente
etiolégico implicado en los brotes de mortalidad acaecidos en granjas cunicolas espanolas
confirmé la presencia de esta nueva variante emparentada genéticamente con los calicivirus
apatégenos del conejo, denominandola RHDVb (Dalton et al, 2012), que también fue
detectada simultaneamente afectando a poblaciones de conejo silvestre ubicadas en la finca
experimental “El Vedado” perteneciente al Centro de Investigacién y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragon (CITA) y localizada en el municipio de Zuera (Zaragoza) (Calvete
etal., 2012).

En el presente trabajo se presenta la puesta a punto de un protocolo que permite identificar
las dos variantes del virus mediante PCR-Duplex, asi como la evolucion de la prevalencia de
ambas variantes viricas en los casos de mortalidad por RHD acaecidos en una poblacion
experimental de conejos silvestres.

MATERIAL Y METODOS
Dentro de un proyecto orientado a profundizar en el conocimiento de la epidemiologia de la
RHD, financiado a través de un Convenio de Colaboracion por el Grupo TRAGSA, y
desarrollado en el CITA durante los afios 2008-2011, en 2009 se cred una poblacion de
conejos silvestres en la finca experimental “El Vedado”. Esta poblacion fue monitorizada
desde 2009 hasta 2012, con una frecuencia bisemanal, con el objetivo, entre otras cosas, de
hallar cadaveres de conejos muertos que fueron llevados al laboratorio para proceder a su
necropsia e identificacién del virus RHD en tejido hepatico.
Para la identificacion del virus, la extraccion del ARN se realizé usando TRI@REAGENT
(Sigma Life Science). EI ADNc fue obtenido utilizando el kit SuperScript®Ill Reverse
Transcriptase (Invitrogen) y cebadores especificos del gen que codifica la proteina de la
capside VP60: 5-GCAACCAGTACCTGGAGGG-3' y 5-CCAATTGTTACTGGCAGTGGT-3
(Moss et al., 2010). Posteriormente, sobre el ADNc especifico de la proteina VP60 se realizé
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una amplificacién especifica mediante PCR, utilizando los cebadores: 5'-
TTGGAACTTGAATGGCAGCA-3 y 5-TCACCGGTGCGCCTGACGAC-3' (Moss et al.,
2010), siendo las condiciones de amplificacion las descritas por Alda et al. (2010). Este
protocolo de diagnéstico fue aplicado, en primer lugar, a 140 muestras pertenecientes tanto
a conejos encontrados muertos en la poblacién experimental (durante los afios 2009-2011),
con casuistica de mortalidad diversa, entre los que se incluyeron ejemplares muertos por
alguna de las dos variantes de RHD, como a conejos muertos tras la inoculacién
experimental con la variante clasica.

Posteriormente, mediante el programa CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) se
alinearon las secuencias obtenidas en este estudio y se disefiaron cebadores especificos
para la cepa clasica de RHD (cédigo GenBank JQ627640) y la nueva variante RHDVb
(codigo GenBank JQ627641) mediante el programa Primer 3 (http:/primer3.wi.mit.edu/): 5’-
GCTTCCCTGACATGTCGTTC-3' y 5- GCAACAATCTGTGAGCCTGA-3 (variante clasica);
5- CCAAATTGCTCCAGATGGTT-3 y 5-AATCCTGTTTGGCTGAGGTG-3 (variante
RHDVDb). De esta manera, sobre 2.5 4 de ADNc especifico de la proteina VP60 obtenido tras
la retrotranscripcion se realizé una PCR-Duplex, con los cebadores anteriormente descritos,
con el fin de diagnosticar la presencia del virus y la variante implicada. La mezcla de
reaccion se realiz6 en un volumen final de 25 pl conteniendo 7.5 pmol de cada cebador, 200
MM dNTPs, 2.2 mM MgCI 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 0.1% Triton X-100, 1 U Taq
polymerase (Hotsplit, Blotools Spain) y 2.5 ul de cDNA obtenido tras la transcripcion. Las
condiciones de amplificacion fueron 30 ciclos: 94°C 45 s, 60°C 45 sy 72°C 45 s.

Este nuevo protocolo de diagnoéstico fue aplicado de nuevo Unicamente a las muestras
procedentes de conejos encontrados muertos en la poblacién experimental con el fin de
estimar la variacion de la prevalencia relativa de ambas variantes en los casos de mortalidad
a lo largo del periodo de estudio. En este caso se incluyeron también las muestras
obtenidas durante el afio 2012.

RESULTADOS Y DISCUSION
Con el primer protocolo se obtuvo una amplificacién positiva en 55 muestras de higado de las
140 analizadas. Estas muestras se secuenciaron identificando 40 muestras como variante
clasica y 15 como RHDVb. Posteriormente, utilizando la PCR duplex basada en las secuencias
que amplificaban fragmentos del ADN que codifica para la proteina de la capside VP60 de 199 y
343 pares de bases (pb) para la variante clasica y la nueva RHDVb, respectivamente, se
diagnosticaron, sobre las 140 muestras iniciales, 52 animales positivos a la cepa clasica original,
y 34 a la RHDVb. La especificidad de la técnica entre la PCR-Duplex y el diagnostico por
secuenciacion fue del 100%.
En total se encontraron 89 animales positivos a RHD frente a los 55 encontrados con los
cebadores descritos por Moss et al. (2010). Este incremento de casos positivos pudo ser debido
a la mayor especificidad de los cebadores, asi como a la mayor sensibilidad de la técnica,
siendo capaces de detectar menores tasas viricas en higado. Asi, la PCR-duplex, mostr6 una
mayor especificidad en el diagndstico, disminuyendo el nimero de falsos negativos, permitiendo
diferenciar entre las dos variantes viricas en un solo proceso.
Respecto a la evolucion de la prevalencia de ambas variantes en los casos de mortalidad por
RHD, en la Tabla 1 se puede observar como la variante clasica fue la unica identificada en los
anos 2009 y 2010. No obstante durante 2011, afo en el que se detecté la RHDVb, su
prevalencia bajé al 26%, siendo no detectada en ninguno de los casos ocurridos en 2012, en los
que Unicamente fue detectada la nueva variante. En tres de las muestras analizadas en 2011 se
detectaron evidencias de coinfeccion por ambas variantes, todas ellas en conejos jovenes del
ano. Aunque no es imposible descartar una coinfeccion simultanea, probablemente estos casos
se debiesen a animales jovenes portadores asintomaticos de la variante clasica que murieron
como consecuencia de la infeccion por la RHDVb. En cualquier caso, la evolucién de las
prevalencias observada en este trabajo evidencian una clara ventaja competitiva de la nueva
variante RHDVb que, virtualmente, parece haber desplazado a la variante clasica preexistente.
Teniendo en cuenta que el conejo silvestre es el principal reservorio de esta enfermedad para
los conejos domésticos, estos resultados tienen una gran implicacién en la cunicultura
doméstica ya que sugieren que la nueva variante serd el principal, sino el Unico, agente
etiolégico de la RHD en un futuro préximo y que, por lo tanto, parece imperativo que las vacunas
comerciales incorporen cuanto antes esta nueva valencia frente a la variante RHDVb.
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Tabla 1: Evolucion de la prevalencia (%) de ambas variantes viricas en los casos de
mortalidad por RHD a lo largo del estudio.

2009 2010 2011 2012
Muestras analizadas 4 65 40 30
Muestras positivas a RHD 3 24 34 9
Muestras RHDV clasica 3 24 9 0
Muestras RHDVb 0 0 25* 9
* Tres muestras con evidencia de coinfeccion por ambas variantes.

DETECTION AND DIAGNOSIS OF THE NEW VARIANT RHDVb OF RABBIT
HAEMORRHAGIC DISEASE VIRUS IN WILD RABBITS IN SPAIN BY PCR-DUPLEX

ABSTRACT: Rabbit haemorrhagic disease virus (RHDV) is a virulent calicivirus that causes
high mortality both in domestic and wild rabbits. In this work, two RHDV strains were
detected. The first one viral strain had been previously isolated and belonged to viral Lineage
| which includes all RHDV isolates found in the Iberian Peninsula to date (classical strain).
The second one was the new variant RHDVb. A duplex PCR using specific primers for the
two viral strains was developed to increase the sensibility and specificity of the diagnosis.
Then, duplex PCR was used to recording, from 2009 to 2012, the variation of prevalence of
both viral strains in rabbits dead by RHD in an experimental wild rabbit population. Results
showed an evident predominance of the new variant across time, with no detection of the
classical strain in 2012, one year after the first report of the new variant. Since wild rabbit
populations are the main reservoir of RHD virus for domestic rabbits, it seems necessary and
urgent the inclusion of the RHDVb valency in commercial vaccines against RHD.
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