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Resumen

El presente trabajo describe la deteccion mediante PCR-dUplex a tiempo real de virus RHDV2/b en muestras
de duodeno, bazo y timo de un conejo de cebo de 50 dias de edad muerto durante un brote de enteropatia
mucoide. El brote tuvo una duracién de 31 dias afectando a animales con edades comprendidas entre los 42 y
los 72 dias, produciendo 1113 bajas (17,5%) del total de animales en cebo. En ningin momento, a lo largo de la
evolucion del brote, se detectaron signos tipicos de mortalidad por enfermedad hemorréagica (RHD). Para con-
firmar la infecciosidad del virus y utilizando un inéculo purificado preparado a partir de las muestras analizadas,
se infectd por via intramuscular a un conejo susceptible a la enfermedad el cual murié tras desarrollar un cuadro
agudo de RHD. A partir de una muestra de higado de este conejo infectado se procedié a caracterizar el virus
implicado mediante la secuenciacién del gen que codifica para la proteina VP40, confirmando su pertenencia
a la variante RHDV2/b. Este hallazgo sugiere la posibilidad de que el virus RHDV2/b pueda circular de forma
silente sin causar brotes aparentes de RHD.
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Abstract

This work describes the duplex real time PCR detection and isolation of infective RHDV2/b virus from duode-
num, spleen and thymus from a 50 days old rabbit dead during a mucoid enteropathy outbreak in a Spanish
commercial rabbitry. The outbreak lasted 31 days resulting in 17.5% of mortality (1113 individuals) in 42-72 days
old rabbits. During the outbreak, no sign or lesion compatible with RHD was found. One 7-week-old specific mi-
nimal disease level rabbit was inoculated intramuscularly with an inoculum obtained from homogenized positive
samples, dying after developing the acute form of rabbit haemorrhagic disease (RHD). Analysis of the VP60 gene
nucleotide sequence confirmed that isolated virus was RHDV2/b. This finding suggests that RHDV2/b might
persist and circulate in a silent way without causing RHD outbreaks.
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Introduccidn

En la actualidad, la enfermedad hemorragica del conejo (RHD) y la enteropatia mucoide (EM) son dos de las
principales causas de mortalidad en las granjas cunicolas de nuestro pais (Rosell y de la Fuente, 2016). La RHD
estd causada por un calicivirus que suele cursar con formas agudas o subagudas de la enfermedad, las cuales
producen la muerte de los animales a los pocos dias tras la infeccion, con tasas de mortalidad que pueden ser
muy variables, aunque casi siempre elevadas. Durante varias décadas, el control de la enfermedad se ha basado
en el vaciado sanitario de las granjas afectadas y, sobre todo, en la instauracion de programas de inmunizacion
vacunal, mediante la utilizacidon de vacunas comerciales de elevada eficacia. No obstante, desde la aparicion de
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El conejo se monitorizd hasta su muerte, procediéndose a la necropsia y a la correspondiente toma de mues-
tras. Una parte de tejido hepatico fue analizada mediante la diplex-gPCR para comprobar la presencia de virus
RHD. Para confirmar la identidad del virus aislado se procedié a la secuenciaciéon completa del gen que codifica
para la proteina VP40. Para ello se utilizd PCR convencional, tras la cual los productos obtenidos se purificaron
utilizando el kit Macherey-Nagel-Extract Il purification (Macherey-Nagel, Alemania), siendo secuenciados en una
plataforma ABI Prism 3700 (Applied Biosystems, Madrid, Espafa) conforme a las instrucciones del fabricante.

Resultados y discusion

Los resultados de la duplex-gPCR fueron positivos para RHDV2/b en las tres muestras analizadas, si bien a va-
lores de Cq muy elevados (38-41 Cq), lo que sugiere una reducida densidad de particulas viricas en los tejidos.
El conejo infectado experimentalmente murid a las 48 horas post-infeccidn, presentando lesiones caracteristicas
de RHD en su forma aguda. El anélisis de tejido hepatico con duplex-gPCR fue positivo para RHDV2/b mientras
que el anélisis de la secuencia del gen para la VP40 confirmé al aislado como perteneciente a esta variante virica.

Estos resultados sugieren que el virus RHDV2/b podria persistir o incluso circular de forma silente sin producir
brotes aparentes de mortalidad por RHD, posiblemente asociado a explotaciones con historial de brotes ante-
riores de RHD causados por este virus y en donde la vacunacion con vacuna clésica proporciona una proteccién
parcial frente al mismo. La asociacién del RHDV2/b con procesos digestivos ya fue descrita durante los primeros
brotes de la enfermedad en granjas cunicolas (Grasa y Malo, 2012). En conejo silvestre también se ha detectado
este virus asociado a brotes de mortalidad con lesiones tipicas de enteropatia mucoide (Calvete, datos no publi-
cados), mientras que a lo largo de 2016, de las muestras procedentes de otras siete explotaciones con proble-
mas debidos a procesos digestivos, y que fueron remitidas al laboratorio del CITA para ser analizadas mediante
la diplex-gPCR, en tres de ellas se detectd también la presencia del RHDV2/b en condiciones similares; baja
densidad de particulas viricas en los tejidos analizados y ausencia de cuadros tipicos de RHD en las explotacio-
nes. Todo ello apoyaria la hipdtesis de la persistencia y circulacion del virus RHDV2/b en determinadas circuns-
tancias sin producir brotes de RHD, asociado a procesos digestivos originados por su mayor tropismo hacia las
células del epitelio intestinal en comparacién a las cepas clasicas del virus (Dalton et al., 2012).
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