EVOLUCION DEL BROTE DE MIXOMATOSIS EN LIEBRES

INTRODUCCION:

La mixomatosis es una enfermedad, no zoonatica, de los conejos, causada por el virus mixoma (MY XV) familia Poxviridae, género Leporipoxvirus. Es un virus de gran
tamano 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
proteinas, 12 de ellas en las TIR (Fig.1).
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En los conejos europeos, la enfermedad aparece en forma nodular (clasica) o mixomatosa (respiratoria), menos frecuente. La transmision puede ser directa por
contacto o indirecta por artropodos hematofagos. Si bien la liebre es un animal susceptible, raramente sufre la enfermedad. En Espafa la enfermedad es endéemica
en conejo silvestre y domestico.

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 Cordoba, con ejemplares en el campo en estado moribundo, signos de ceguera, debilidad
y desorientacion. El LCV confirmo la presencia del virus mixoma en muestras de los animales afectados mediante PCR. Una semana mas tarde se notificaron los
primeros casos en liebres en Jaén (Garcia-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
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temporada vectorial de la enfermedad, se han confirmado 98 casos en liebre ibérica en 21 provincias de 9 CCAA, incluyendo Pais Vasco, donde la enfermedad se
detecta por primera vez en liebre ibérica en el mes de septiembre de 2019 (RASVE, 2019) (Fig.2).

La secuenciacion del genoma completo, ha permitido determinar que el virus causante del brote de mixomatosis en liebres (ha-MYXV) presenta una insercion
genomica de 2,8 kb, dentro del gen M009, gue lo diferencia del virus mixoma clasico de los conejos (MYXV) (Dalton et al., 2019; Agueda-Pinto et al., 2019).
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Figl . Virus del mixoma (MYXV) y esquema de su genoma.

El objetivo de este trabajo ha sido realizar el diagnostico diferencial de ha-MYXV/MYXV, basado en la insercion de 2,8 kb en el Gen MOO9L asi como
estudiar la estabilidad de la region gendmica de la insercion del genoma de haMYXV, en una seleccion 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 coetaneos de zonas con liebres afectadas.
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RESULTADOS:

Se han diagnosticado 358 casos de mixomatosis en liebre ibérica y 28 casos en conejo silvestre, en el periodo 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 diagnostico diferencial los virus detectados en liebre ibéerica han sido del tipo ha-MY XV, excepto en 1 liebre de Teruel, y los virus detectados
en conejo silvestre del tipo MY XV, excepto en 1 conejo de Toledo (Fig.4).

Mediante SpinDel se ha confirmado molecularmente la especie de origen de las muestras con hallazgos atipicos respecto al virus detectado (conejo de
Toledo vy liebre de Teruel con virus atipicos), confirmandose en ambos casos la especie indicada en la informacidon 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 coleccion de aislados del LNR.

En el estudio para determinar la estabilidad de la region 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 tamafio de la region estudiada. Se han encontrado
cambios de nucledétidos puntuales y pequefias adiciones-deleciones multiplo de 3, principalmente en la zona codificante de uno de los 4 hipotéticos
genes (gen M064) contenidos en la insercion (Tabla 1).

Fig. 3: Andlisis diagnéstico de la mixomatosis en LNR. Fig. 6: Aislados obtenidos en células RK 13
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Fig. 4: Analisis diagnostico diferencial MYXV/ha-MYXV
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Tabla 1: Andlisis de estabilidad. Cambios encontrados DEL (delecion) INS (insercion)

Fig. 5. Determinacion molecular de la especie animal (SpinDel)

CONCLUSIONES:

» El virus de mixoma detectado en liebres, durante los brotes ocurridos en Espafia desde julio2018 hasta la actualidad presenta diferencias con el virus que ha circulado en la poblacion de conejos
en Espafa, sobre todo en laregidon del gen MO0O9L, que ha resultado truncado y con una insercion de 2,8kb que contiene 4 potenciales genes.

» Mediante una PCR de un fragmento que engloba la insercion se puede diferenciar entre el haMYXV y el MYXV observando el tamafno 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 huéesped.

> El tamano de laregion insertada del genoma de ha-MYXV ha permanecido estable en el virus circulante en el periodo julio 2018-septiembre 2019. Solo se han detectado algunas mutaciones puntuales y

pequenas deleciones/adiciones que estan siendo estudiadas.
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