
INTRODUCCION:
La mixomatosis es una enfermedad, no zoonótica, de los conejos, causada por el virus mixoma (MYXV) familia Poxviridae, género Leporipoxvirus. Es un virus de gran

tamaño y complejidad, cuyo genoma es ADN de doble cadena de 160 Kb con secuencias repetidas invertidas (TIR) en ambos extremos y que codifica para unas 170

proteínas, 12 de ellas en las TIR (Fig.1).

En los conejos europeos, la enfermedad aparece en forma nodular (clásica) o mixomatosa (respiratoria), menos frecuente. La transmisión puede ser directa por

contacto o indirecta por artrópodos hematófagos. Si bien la liebre es un animal susceptible, raramente sufre la enfermedad. En España la enfermedad es endémica

en conejo silvestre y doméstico.

El Laboratorio Central de Veterinaria (LCV), situado en Algete, es el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) para la mixomatosis. En Julio de 2018 se detectaron

mortalidades anormales en liebres ibéricas (Lepus granatensis) en cotos de Córdoba, con ejemplares en el campo en estado moribundo, signos de ceguera, debilidad

y desorientación. El LCV confirmó la presencia del virus mixoma en muestras de los animales afectados mediante PCR. Una semana más tarde se notificaron los

primeros casos en liebres en Jaén (García-Bocanegra et al., 2019) y a principios de agosto de 2018, en Castilla-La Mancha. La enfermedad se fue extendiendo, hasta

afectar a 25 provincias de 9 CCAA a finales de 2018, con un total de 260 casos confirmados hasta febrero 2019. Desde el mes de abril de 2019, inicio de la nueva

temporada vectorial de la enfermedad, se han confirmado 98 casos en liebre ibérica en 21 provincias de 9 CCAA, incluyendo País Vasco, donde la enfermedad se

detecta por primera vez en liebre ibérica en el mes de septiembre de 2019 (RASVE, 2019) (Fig.2).

La secuenciación del genoma completo, ha permitido determinar que el virus causante del brote de mixomatosis en liebres (ha-MYXV) presenta una inserción

genómica de 2,8 kb, dentro del gen M009, que lo diferencia del virus mixoma clásico de los conejos (MYXV) (Dalton et al., 2019; Águeda-Pinto et al., 2019).

RESULTADOS:
Se han diagnosticado 358 casos de mixomatosis en liebre ibérica y 28 casos en conejo silvestre, en el período julio 2018-octubre 2019, empleando la

PCR dirigida al gen M071 (Fig. 3), de los cuales 111 (83 liebres y 28 conejos) han sido analizados mediante la PCR que permite diferenciar ha-MYXV de

MYXV. En el diagnóstico diferencial los virus detectados en liebre ibérica han sido del tipo ha-MYXV, excepto en 1 liebre de Teruel, y los virus detectados

en conejo silvestre del tipo MYXV, excepto en 1 conejo de Toledo (Fig.4).

Mediante SpinDel se ha confirmado molecularmente la especie de origen de las muestras con hallazgos atípicos respecto al virus detectado (conejo de

Toledo y liebre de Teruel con virus atípicos), confirmándose en ambos casos la especie indicada en la información remitida con la muestra (Fig.5).

A partir de muestras positivas del primer brote diagnosticado en cada provincia afectada en las temporadas 2018-19 y 2019-2020, se han obtenido 48

aislados virales en células RK 13 (Fig. 6), que forman parte de la colección de aislados del LNR.

En el estudio para determinar la estabilidad de la región insertada, en 29 muestras o aislados virales de liebres positivas representativas de las diferentes

zonas afectadas desde julio 2018-septiembre 2019, no se aprecian cambios significativos en el tamaño de la región estudiada. Se han encontrado

cambios de nucleótidos puntuales y pequeñas adiciones-deleciones múltiplo de 3, principalmente en la zona codificante de uno de los 4 hipotéticos

genes (gen M064) contenidos en la inserción (Tabla 1).

CONCLUSIONES:
 El virus de mixoma detectado en liebres, durante los brotes ocurridos en España desde julio2018 hasta la actualidad presenta diferencias con el virus que ha circulado en la población de conejos

en España, sobre todo en la región del gen M009L, que ha resultado truncado y con una inserción de 2,8kb que contiene 4 potenciales genes.

 Mediante una PCR de un fragmento que engloba la inserción se puede diferenciar entre el haMYXV y el MYXV observando el tamaño del fragmento amplificado tras la PCR. Se dispone por tanto de un

marcador para diferenciar ambos tipos de virus.

 Todas las liebres estudiadas excepto una, presentan el virus tipo haMYXV, mientras que, todos los conejos silvestres, excepto uno, contienen el virus MYXV; lo que parece indicar que ambos tipos de virus

presenta una gran especificidad respecto a su especie huésped.

 El tamaño de la región insertada del genoma de ha-MYXV ha permanecido estable en el virus circulante en el período julio 2018-septiembre 2019. Solo se han detectado algunas mutaciones puntuales y

pequeñas deleciones/adiciones que están siendo estudiadas.
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MATERIALES Y MÉTODOS:
Para el diagnóstico de mixomatosis en muestras de párpado y otros tejidos animales se

utilizó una PCR dirigida al gen viral M071 (Cavadini et al., 2010). El diagnóstico

diferencial de las muestras positivas (83 casos de liebres y 28 casos de conejos

silvestres procedentes de zonas con liebres afectadas), se realizó mediante una PCR

dirigida al gen M009 que incluye la región insertada en el genoma de ha-MYXV (Dalton et

al.,2019).

La determinación molecular de la especie animal de procedencia de la muestra analizada

se llevó a cabo por la técnica SpinDel (SPecies Identification by Insertions/Deletions),

basada en el análisis mediante electroforesis capilar de regiones hipervariables de genes

ribosómicos mitocondriales amplificadas mediante PCR múltiple (Pereira et al., 2010).

Los aislamientos virales se realizaron en cultivos celulares de células RK 13, células

epiteliales de riñón de conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) (Manual OIE 2019).

La secuenciación del ADN de la región insertada de 29 muestras o aislados virales de

liebres positivas se realizó por secuenciación Sanger, en un equipo 3730xl DNA Analyzer

de ThermoFisher utilizando los oligonucleótidos descritos en Dalton et al., 2019 junto con

cuatro parejas de oligonucleótidos diseñados en el LCV, para obtener la secuencia de la

inserción del Ha-MYXV completa.

Tabla 1:  Análisis de estabilidad. Cambios encontrados  DEL (deleción) INS (inserción) 
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Fig. 4:  Análisis diagnóstico diferencial MYXV/ha-MYXV 
Fig. 5: Determinación molecular de la especie animal (SpinDel)
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OBJETIVOS:
El objetivo de este trabajo ha sido realizar el diagnóstico diferencial de ha-MYXV/MYXV, basado en la inserción de 2,8 kb en el Gen M009L así como

estudiar la estabilidad de la región genómica de la inserción del genoma de haMYXV, en una selección de aislados y/o muestras de liebres positivas,

representativas de los casos confirmados a lo largo de 2018 y 2019, junto con conejos silvestres positivos coetáneos de zonas con liebres afectadas.

Fig. 6:  Aislados obtenidos en células RK 13 Fig. 3:  Análisis diagnóstico de la mixomatosis en LNR. 

Fig1 . Virus del mixoma (MYXV) y esquema de su genoma. 

Fig. 2: Provincias afectadas 2018/19 y 2019/20.

CCAA Provincia Especie 

Andalucía 

Córdoba Liebre 
Jaén Liebre 

Málaga Liebre 
Sevilla Liebre 

Granada Liebre 
Cádiz Liebre 

Huelva Liebre 
Almería Liebre 

CLM 

Cuenca Liebre 
Ciudad Real Liebre 

Toledo Liebre 
Albacete Liebre 

Guadalajara Liebre 
C. Valenciana Valencia Liebre 

Extremadura Badajoz Liebre 
Caceres Liebre 

C. Madrid Madrid Liebre 
Murcia Murcia Liebre 

C y L 
Soria Liebre 

Valladolid 

 

 

Liebre 
Palencia Liebre 

Aragón Zaragoza Liebre 
Teruel Liebre 

Islas Baleares Mallorca Liebre 
P. Vasco Alava Liebre 
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