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Resumen

Hasta el momento diversos métodos se han utilizado para estudiar la etiologia de la Enteropatia Epizodtica del
Conejo (EEC). Con el fin de desarrollar un método in vitro que permita buscar las bacterias causantes, se han
utilizado explantes de intestino y cultivos celulares para determinar la expresion de marcadores inflamatorios
provocada por filtrados cecales de EEC. El método in vitro desarrollado para la seleccién de posibles causantes
debera contrastarse con ensayos de infeccion controlada. También aplicamos nuevas técnicas de secuenciacion
para comparar las poblaciones bacterianas (microbiota) del ciego de conejos de granjas que usan o no antibidti-
cos (con diferente incidencia de EEC) y de animales salvajes. Los datos obtenidos sugieren que los animales cria-
dos con antibidticos pueden carecer de bacterias protectoras, cuyo aislamiento seréd nuestro proximo objetivo.

Palabras clave: Nuevas metodologias, Enteropatia Epizodtica del Conejo (EEC), microbiota cecal, antibidticos,
bacterias protectoras, posibles patdégenos.

Abstract

Different methods have been used in numerous attempts to characterize aetiology of Epizootic Rabbit Ente-
ropathy (ERE). In order to develop a new in vitro method that would allow the screening of causative agents, we
used intestinal explant and cell cultures to determine the expression of inflammatory markers induced by ERE
cecal filtrates. The in vitro method developed for the selection of possible pathogens must now be cross checked
with controlled infection assays. Also, new sequencing techniques have been used to compare cecal bacterial
populations (microbiota) from rabbits in farms that use antibiotics or that do not use them with different ERE inci-
dence-, and also from wild rabbits. Data obtained suggest that animals bred with antibiotics may lack protective
bacteria, the isolation of these bacteria are our next research objective.

Keywords: New methodologies, Epizootic Rabbit Enteropathy (ERE), cecal microbiota, antibiotics, protective
bacteria, putative pathogens.

Introduccidn

La Enteropatia Epizodtica del Conejo (EEC) ocurre en las primeras semanas de vida, con frecuencia tras el des-
tete (Lebas, 2001). Otros animales también padecen enteropatias en el destete o la lactancia lo que denota la
fragilidad de los animales en este periodo (Sekirov and Finlay, 2009). Los primeros casos de EEC documentados
en USA datan de 1929 y en Gran Bretafia de 1943 (ver revisién de Kruiningen and Williams, 1972). Sin embargo,
sélo al final de los afios 90 se describe como un problema de dimensiones alarmantes en Europa (ver revision
de Licois et al., 2005). Pronto se observd experimentalmente que la transmisién de esta enfermedad se controla
con antibidticos (Kruiningen and Williams, 1972), por lo que su etiologia se asocid a un agente bacteriano. Pero
transcurrido todo este tiempo, no se ha podido todavia encontrar la bacteria causante ni reproducir la enferme-
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dad en el 100% de los casos. Con el fin de determinar el agente causante de la EEC, en diversos estudios previos
se traté de reproducir la enfermedad inoculando conejos sanos con heces (Kruiningen and Williams, 1972) y
filtrados de contenido del ciego (TEC1-4) (Huybens et al., 2009) de conejos enfermos. La infeccidn virica se des-
cartd en los primeros ensayos, y se determiné que podrian haber dos factores implicados en la patogénesis de
EEC: una toxina y una bacteria (Szalo et al., 2007). Aunque se mostraron con eficacia variable, dichos filtrados de
contenido ciego han logrado reproducir la enfermedad, resultando la tnica herramienta utilizable como prueba
de patogénesis.

Diversos trabajos recientes describen la microbiota intestinal de conejos que ha sido recientemente carac-
terizada por técnicas moleculares y de secuenciacion masiva del rDNA 16S (Bauerl et al., 2014; Combes et al.,
2011; Huybens et al., 2013; Zeng et al., 2015). En un trabajo previo (Bauerl et al., 2014) nuestro grupo estudié
la microbiota de muestras de ciego en conejos sanos, tratados o no con antibidticos y enfermos de EEC. Los
resultados indicaron que el ciego de conejos sanos estd dominado por bacterias de la familia Clostridia (78%),
Bacteroidia (15,7%), Verrucomicrobiae (2,4%) y Mollicutes (2,4%). Parece muy interesante que en la granja estu-
diada, en la que se administraba pienso medicado, el perfil de poblaciones bacterianas de los animales sanos,
no se diferenciaba de los sanos aunque se les hubiera retirado los antibiéticos. Los animales con EEC mostraron
una marcada disbiosis con reduccién de la diversidad de especies y disminuyeron los géneros dominantes en
animales sanos, Alistipes y Ruminococcus, acompafnados de un incremento significativo de los géneros Bacte-
riodes, Akkermansia y Rikenella, asi como Clostridium y gamma-Proteobacteria y otras especies patdégenas y
oportunistas. Estos Ultimos grupos bacterianos se han asociado a la EEC desde hace mas de 40 anos (Sinkovics,
1976). Aunque estudios previos describian ausencia de procesos inflamatorios en EEC, también estudiamos la
expresioén génica en la mucosa del ciego y del apéndice de estas muestras, observando un alto nivel de expre-
sién de citoquinas pro-inflamatorias en las muestras de EEC. Sin embargo, aunque las gamma-Proteobacteria
en general se asocian a perfiles inflamatorios como el observado, no se pudo hallar correlacion estadistica con
ninguna especie bacteriana.

En este trabajo, hemos utilizado filtrados de contenido cecal de conejos enfermos para poner a punto métodos
basados en cultivo de tejidos y de células epiteliales intestinales para la posible seleccién de bacterias. Ademas
se han comparado las poblaciones cecales de bacterias de conejos sanos, susceptibles de adquirir la enferme-
dad, con conejos silvestres y se han identificado grupos bacterianos especificos de estos Ultimos.

Material y métodos

Muestras, animales y tratamiento con antibiéticos

Las muestras de ciego de conejos alimentados con pienso con y sin antibiéticos (lincomicina 29 ppm, especti-
nomicina 29 ppm, tiamutina 40 ppm, neomicina 121 ppm) (Nanta, Nutreco Espana) y con EEC provienen de un
trabajo previo (Bauerl et al., 2014), realizado en el Departamento de Ciencia Animal de la Universidad Politécnica
de Valencia (UPV), y se han mantenido congeladas a -80°C. En total, se analizaron de esta primera granja UPV:
10 animales tratados con antibiéticos, 10 sin antibiéticos sanos (Control) y 10 sin antibiéticos con EEC. Nuevas
muestras de conejos de granja sin antibidticos y con muy baja incidencia de EEC han sido suministradas pory
provienen de la granja experimental de Toledo (Nanta, Nutreco, Espafia). La lactacion durd 35 dias y se sepa-
raron en jaulas de 10 animales. De esta segunda granja se estudié el contenido cecal de 5 animales en el dia
35y 5en el dia 80. Tras el destete se les administré pienso comercial ad libitum (Nanta, Nutreco, Espafa). Los
animales se han sacrificado por dislocacién cervical. Las 5 muestras de animales salvajes fueron suministradas
por cazadores locales anénimos. En todos los casos el ciego se ligd y extrajo répidamente tras el sacrificio y se
congeld inmediatamente o se mantuvo en hielo hasta su llegada al laboratorio.

Este estudio se ha realizado de acuerdo con las normas espariolas que regulan el uso de animales de experi-
mentacion y otros propésitos (RD 223/1988, RD 1201/2005 y RD 53/2013). El protocolo ha sido aprobado por el
comité de Etica de la UPV y del CSIC.

Extraccidén, secuenciaciéon y métodos de trabajo con acidos nucleicos
La extraccion de DNA y de RNA de la mucosa, cultivos de érganos, células epiteliales humanas y cecum se rea-
lizé con el kit Qiagen Stool DNA extraction (QlAgen, Hilden, Alemania), tal como se describe en nuestro trabajo

previo (Bauerl et al., 2014). La estimacion de expresion génica se realizé mediante PCR a tiempo real mediante
SYBR® Green PCR Master Mix (Roche) en un equipo LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche), tal como
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se describié anteriormente (Béuerl et al., 2014). El analisis estadistico se realizd con el paquete IBM-SPSS 19.0
software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Se amplifico el fragmento de 500 nt que incluye las regiones V1-V3 del gen
ribosomal 16S y se secuencid en un equipo de secuenciacién masiva Genome Sequencer FLX Titanium Series
(454 Life Science, Branford, USA). Las secuencias se alinearon con la base de datos SILVA y se realizé el anéli-
sis estadistico y bioinformatico con los programas STAMP, QIIME y UniFrac, segun se describid anteriormente
(Béuerl et al., 2014). La comparacién de nuevas secuencias de animales salvajes y de la granja sin tratamiento con
antibidticos se realizd con programacion en R (Cabrera Rubio et al., 2017).

Preparacién de los filtrados de contenido cecal y ensayo sobre explantes de intestino de conejo y cultivos
celulares humanos

Los filtrados de contenido cecal se realizaron como se describe por Licois et al. (2005). Se recoge el intestino de
la granja experimental de la Universidad Politécnica de Valencia a primera hora de la mafiana, realizamos biopsia
de animales sanos y extraccion del intestino delgado (ID), se puso en hielo en medio DMEM. En el laboratorio las
secciones de ID se lavan con PBS estéril y se cortan en fragmentos cuadrados de unos 5 mm de lado con bisturi
estéril y en cabina de flujo laminar. A continuaciéon se colocan directamente en placas transwell de 12 pocillos
con 900 pl de medio DMEM (Figura 1). Sobre las muestras se afiade 100 pl de filtrado de contenido cecal y se
incuba durante 4 horas y 45 minutos. Terminado el tiempo de incubacion se colocan en TRIZOL y se procede a la
extraccion de RNA. Més detalles del protocolo experimental se detallan en un trabajo previo (Bauerl et al., 2013).

La linea de células epiteliales humanas utilizada fue HT-29, que se mantuvo en DMEM High glucose con 10%
FBS, 1 mM piruvato sédico y antibidticos y se incuban en cdmara con atmdsfera humidificada y 5% CO,,. Las célu-
las se inocularon con una concentracion de 75.000 células/cm? en placas de 12 o 24 pocillos hasta alcanzar 90-100
% de confluencia. Se lavaron las células y afiadieron los filtrados de ciego, y se incubd 3 horas. A continuacién se
lavan una vez con PBS y se recogen con TRIZOL. El resto del procedimiento se ha descrito arriba y/o se publicaré
en breve (Bauerl et al., 2017).

Resultados y discusién

Como se ha mencionado, el uso de filtrados de contenido cecal (TEC1-4) (Huybens et al., 2009; Licois et al.,
2005) ha sido histéricamente clave para el estudio de los posibles causantes de esta enfermedad. En un trabajo
previo describimos que los animales que sufren EEC muestran una acusada reaccién inflamatoria en la mucosa
cecal (marcadores como IL-8, IFNy y TNFa) (Bduerl et al., 2014). Se han desarrollado diferentes métodos in vi-
tro para examinar la respuesta de filtrados cecales (de conejos sanos y EEC) que han permitido diferenciar los
extractos procedentes de EEC porque inducen una acusada expresion génica de marcadores pro-inflamatorios
(Figura 1).

Figura 1. Disposicién de los fragmentos de intestino delgado y ciego en placas multipocillo para los ensayos de
cultivo de explantes de intestino.
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Figura 2. Induccién de expresién génica en fragmentos de ID con placas de peyer (Gréfica A) y en células epiteliales
intestinales humanas (Gréfica B) por filtrados de contenido cecal de conejos sanos (barras de la izquierda) y enfermos
de EEC (barras de la derecha).

Con filtrados de ciego de animales enfermos y sanos, en el laboratorio de cultivos celulares hemos ensayado
la expresion génica de explantes de mucosa cecal, de explantes de ID y de placas de peyer de ID, obtenidos de
conejos sanos. En todos los casos se observd una acusada induccidon de mRNA de genes pro-inflamatorios, en
particular de TNFa, pero también en algunos casos de IFNy y IL-8 (Figura 2A). Dado que la obtencion de frag-
mentos de intestino lleva un proceso largo y que la variabilidad entre individuos es grande, se ensay6 también
el uso de lineas celulares intestinales humanas, como HT-29. Los resultados de expresién génica de marcadores
de la ruta inflamatoria TNFa-NF-KB fueron muy significativos (Figura 2B). Ello significa que posiblemente en el
filtrado de ciego de animales enfermos hay componentes bacterianos pro-inflamatorios muy potentes, posible-
mente LPS (toxina termoestable), flagelina de coliformes, o bien, componentes de la pared y toxinas de clos-
tridios. Aunque este trabajo estd ahora en curso y se necesitan realizar numerosas pruebas complementarias,
diferentes aislados de bacterias anaerobias aisladas de dichos filtrados, posiblemente sean bacterias del género
Clostridium, poseen una potente actividad pro-inflamatoria (datos no publicados).

La administracién de antibidticos constituye la practica mas eficaz para el tratamiento de enteropatia epizod-
tica del conejo (EEC), sin embargo, el uso de antibidticos debe limitarse progresivamente porque tiene conse-
cuencias imprevisibles, como las que se desprenden de este trabajo. Aqui compararemos los patrones de las
bacterias del ciego de conejos silvestres, con los de una granja libre de antibidticos y libre de EEC y también con
animales de una granja histéricamente tratada con antibiéticos donde estudiaron animales sanos y enfermos de
EEC. Resulta bastante llamativo que los animales de la granja con antibidticos posean mayor diversidad que los
silvestres y la granja sin antibidticos (y sin casos de EEC) (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de rarefaccién (diversidad beta).
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Los animales alimentados con pienso medicado y los que no lo fueron, pero que estaban en la misma granja,
poseen microbiota cecal muy similar. La microbiota de los conejos de la granja sin antibidticos, que tampoco
tiene casos de EEC, se parece més a la de animales silvestres que a la tratada con antibidticos (Figura 4), en ella
son abundantes las familias bacterianas Bacteroidaceae, Ruminococcaceae y Lachnospiraceae. Se podria suge-
rir que, aunque la EEC se considera una enfermedad multifactorial, el uso frecuente de antimicrobianos podria
generar un importante sesgo en las poblaciones bacterianas del ciego, y posiblemente también en el ambiente
microbioldgico de la granja, dando lugar a una comunidad mas susceptible a EEC. Sin embargo, ninguno de
los tests estadisticos aplicados nos ha indicado cuél podria ser el oportunista o patdégeno asociado a la disbiosis
observada en muestras con EEC. Como hipdtesis atractiva para futuros estudios, podemos proponer a partir de
nuestros datos que los conejos criados en un entorno con antibidticos carecen de bacterias que los protegen
de la EEC.

Como conclusién se puede afirmar que las metodologias utilizadas ofrecen una nueva perspectiva de cuél
puede ser el escenario que favorece la aparicién de la EEC, y también posibles nuevas soluciones, como la re-
colonizacién con especies microbianas beneficiosas.
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Figura 4. Anélisis de componentes principales de las muestras de conejos agrupadas de la granja 1, en la que se
administraban antibidticos y con incidencia de EEC (Atratados con antibidticos, B sanos sin antibidticos (control), @ sin
antibidticos enfermos EEC), V¥ granja 2 sin antibicticos y sin EEC y p-conejos salvajes.
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Resumen

La pasterelosis, causada por diversas cepas de los serotipos A, D y F de Pasteurella multocida, es una de las
principales enfermedades bacterianas de las granjas comerciales de conejos en Espafia. Diversas técnicas de
PCR convencional han sido descritas para la caracterizacion capsular de cepas. El objetivo de este trabajo fue
desarrollar nuevos ensayos PCR a tiempo real (qPCR) para el tipado capsular de cepas de P. multocida. Se ha
demostrado que dichos ensayos también son vélidos para la deteccién de los distintos tipos directamente so-
bre muestras clinicas siendo més convenientes para el diagndstico por su sensibilidad, especificidad, rapidez y
menor costo.

Palabras clave: Pasteurella multocida, pasteurelosis, serotipo, capsula, gPCR.

Abstract

Pasteurellosis, caused by Pasteurella multocida serotypes A, D and F, is one of the main bacterial diseases on
Spanish rabbit commercial farms. So far different conventional PCR techniques have been described for cap-
sular characterization. The aim of this study was to develop novel real time PCR (gqPCR) technique assays for P
multocida strains capsular typing. Good results have been also obtained by direct application of these assays in
rabbit clinical samples. Due to their high sensibility, specificity and lower cost on money and time, they are very
convenient to be applied in a diagnostic laboratory.

Keywords: Pasteurella multocida, pasteurellosis, serotype, capsule. gPCR.

Introduccidn

La pasterelosis es una de las enfermedades infecciosas no digestivas mas frecuentes en las granjas de
conejos, afectando tanto a reproductoras en las que produce septicemias, neumonias, mamitis y metritis
principalmente, como a gazapos de cebo a los que afecta sobre todo a nivel respiratorio aunque también
produciendo infecciones piogénicas subcutaneas (Rosell, 2000). Diversos estudios han demostrado que de
los 5 serotipos de Pasteurella multocida descritos (A, B, D, Ey F), 3 (A, D y F) estén asociados a patologia
en granjas cunicolas, utilizando diversas técnicas de PCR convencional para el tipado capsular a partir de
las cepas aisladas en cultivo (Jaglic et al., 2004; El-Tayeb et al., 2004, Stahel et al., 2009; Garcia-Alvarez et
al., 2015).

Sin embargo, el aislamiento, identificacion y posterior tipado de cada una de las cepas obtenidas en un
conjunto de muestras proveniente de un mismo caso clinico es muy costoso, y tiene el riesgo de detectar
Unicamente los tipos presentes de forma mayoritaria. El objetivo de este trabajo fue desarrollar nuevos
ensayos gPCR para la identificacion del tipo capsular de cepas de P. multocida y valorar su aplicacién
directa sobre muestras clinicas para identificar todos los serotipos presentes en un conjunto de dichas
muestras.
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Material y métodos

Seis ensayos PCR en tiempo real (QPCR) con sonda de hidrdlisis fueron desarrollados y validados para este
trabajo. Inicialmente se trabajé en un ensayo destinado a la deteccion de P. multocida cuyo gen diana era kmt1
y que detectaba cualquier tipo capsular a través de una sonda marcada en fluoréforo FAM. En la misma reaccién
se dispuso un ensayo para la deteccién de un gen constitucional del conejo a través de una sonda marcada en
HEX a modo de control endégeno (Benito et al., 2013).

Para la determinacion de los distintos tipos capsulares de P multocida: A, B, D, E y F, se desarrollaron 5 ensayos
gPCR adicionales, disefados para poder trabajar en formato individual marcados en FAM o en versidon multiplex
utilizando sondas marcadas con distintos fluoréforos: FAM, HEX y CY5.

Para la validacién de estos test se utilizé una coleccién de cepas previamente referenciadas que habian sido
aisladas a partir de muestras clinicas de distintos procesos patoldgicos de conejos (Garcia-Alvarez et al., 2015).
Se utilizaron 10 cepas de cada uno de los Unicos tipos capsulares encontrados en conejos hasta el momento: A,
DyF

Una vez validados los ensayos, se seleccionaron 20 casos clinicos de patologia respiratoria, procedentes de dis-
tintas granjas cunicolas, remitidos al laboratorio entre septiembre de 2016 y febrero de 2017, que habian obteni-
do un resultado positivo a P. multocida por gPCR al aplicarlo directamente sobre muestras. En cada caso clinico
se analizaron entre 1y 5 muestras que podian ser pulmones (n=13) o bien hisopados de tejido pulmonar (n=7).

De cada una de las muestras se realizé el cultivo microbiolégico mediante siembra en agar sangre Columbia
(Oxoid PB5039A) e incubacién a 37 °C durante 24 horas, y se identificaron las cepas aisladas mediante pruebas
bioquimicas convencionales (Quinn et al, 1994). Las muestras testadas para gPCR fueron analizadas individual-
mente o en pooles de hasta 5, dependiendo del nimero de muestras enviadas para cada caso, y en todos los
casos se realizd la deteccién molecular de P multocida asi como sus tipos capsulares mediante los citados en-
sayos qPCR.

La deteccidon molecular mediante gPCR de P. multocida y todos sus tipos capsulares se realizé directamente
sobre las muestras clinicas, y posteriormente ademas sobre los aislamientos microbiolégicos obtenidos en cada
una de las muestras. El proceso se inicid con la extraccion de los &cidos nucleicos mediante un equipo automa-
tizado (LabTurbo 48C Compact System, Taigen, Taiwan) utilizando el kit comercial (LabTurbo LGD 480 mini kit,
Taigen, Taiwan) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la amplificacion se utilizé un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems) con un Unico
protocolo térmico para todos los ensayos que consistia en un ciclo de activacién de 5 minutos a 95 °Cy 42 ciclos
de 95 °C 15 segundos y 60 °C 1 minuto. Un oligonucleétido sintético con nimero conocido de copias se utilizd
a modo de control positivo que posibilitaba la cuantificacion de cada uno de los ensayos utilizados. El valor Cq
establecido como cut-off fue 38, considerando todas aquellas muestras cuyo valor Cq era igual o inferior como
positivas.

Resultados y discusion

El panel de cepas utilizado para la validacion de los ensayos gPCR obtuvo los siguientes resultados detallados
en la Tabla 1.

Todas las cepas (n=30) resultan positivas al ensayo de P. multocida con un rango de valores Cq comprendi-
do entre 12,5y 14,9. Se observa ademés que los ensayos para el tipado capsular obtienen una sensibilidad
del 100% y especificidad del 100%. Estas gPCR son capaces de detectar todos los aislamientos propios de
su tipo y resultan completamente negativos al analizar cepas de otros tipos capsulares diferentes para el
que estan disenadas.
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Tabla 1. Resultados de validacion de ensayos qPCR para tipado capsular de P. multocida.

P. multocida gPCR Tipado qPCR, valor Cq

Cepa Tipo RESULTADO Cq A B D E F
77171 A Positivo 14,3 13,74 neg neg neg neg
77002 A Positivo 13,5 13,29 neg neg neg neg
76939 A Positivo 13,2 12,95 neg neg neg neg
76918 A Positivo 12,9 12,86 neg neg neg neg
76736 A Positivo 134 12,86 neg neg neg neg
76520 A Positivo 13,6 13,63 neg neg neg neg
76513 A Positivo 13,3 13,96 neg neg neg neg
76505 A Positivo 13,8 14,20 neg neg neg neg
76503 A Positivo 141 14,37 neg neg neg neg
76326 A Positivo 13,3 13,63 neg neg neg neg
76131 D Positivo 12,7 neg neg 12,59 neg neg
76037 D Positivo 13,9 neg neg 13,89 neg neg
76016 D Positivo 12,5 neg neg 12,34 neg neg
75366 D Positivo 12,8 neg neg 12,87 neg neg
75260 D Positivo 13,3 neg neg 13,34 neg neg
75189 D Positivo 13,0 neg neg 13,11 neg neg
75119 D Positivo 13,8 neg neg 14,37 neg neg
75039 D Positivo 13,3 neg neg 13,96 neg neg
75011 D Positivo 14,0 neg neg 14,93 neg neg
74532 D Positivo 134 neg neg 14,51 neg neg
76154 F Positivo 12,6 neg neg neg neg 12,59
73827 F Positivo 12,6 neg neg neg neg 13,89
73811 F Positivo 13.8 neg neg neg neg 12,40
73688 F Positivo 13,6 neg neg neg neg 12,87
72896 F Positivo 14,5 neg neg neg neg 13,35
71955 F Positivo 13,7 neg neg neg neg 13,11
71948 F Positivo 14,1 neg neg neg neg 14,95
71471 F Positivo 14,6 neg neg neg neg 15,34
71375 F Positivo 14,5 neg neg neg neg 15,01
71161 F Positivo 14,9 neg neg neg neg 15,59

Al comparar los valores Cq resultantes de cada cepa para el ensayo de P multociday el respectivo tipo capsular
(A, D o F) observamos que el mayor incremento registrado es de 1,4, un valor relativamente bajo. Este hecho
podria ser debido a una notable homogeneidad en la eficiencia de todos los ensayos; caracteristica que resul-
tara Gtil para una posterior interpretacion de los valores Cq cuando se aplica la técnica directamente sobre las
muestras clinicas.

Al analizar la coleccion de 20 casos clinicos mediante gPCR directa sobre muestras se encontrd Unicamente 4
casos en los que sélo se detecta un tipo capsular. Vale la pena resaltar la alta heterogeneidad de tipos capsulares
de P. multocida, ya que en el 80% de los casos se detecta mas de 1 tipo y en el 25% se detectan los 3 tipos A, D
y F (Tabla 2). Tras haber investigado los 5 tipos capsulares, en ninguno de los casos el tipo B ni E fueron detec-

Tabla 2. Heterogeneidad del tipo capsular encontrado en muestras clinicas por qPCR.

n° casos %
1 tipo capsular 4 20
2 tipos capsulares 11 55
3 tipos capsulares 5 25
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tados. Parece que, como se ha descrito anteriormente, los tipos A, D y F son los Unicos presentes en la especie
cunicola (Jaglic et al., 2004; El-Tayeb et al., 2004; Stahel et al., 2009; Garcia-Alvarez et al., 2015).

El tipo capsular més frecuente fue el A, detectado en el 95% de los casos, mientras que los tipos D y F se detec-
taron en el 50% y 65% de los casos respectivamente (Tabla 3), lo que estad en consonancia con las proporciones
obtenidas por Garcia-Alvarez et al. (2015), que encontré unas proporciones del 47%, 28% y 25% para A, Dy F
respectivamente, al analizar cepas aisladas de casos clinicos de conejos en la Peninsula Ibérica.

Tabla 3. Prevalencia de cada tipo capsular mediante qPCR directa sobre muestras clinicas.

n° casos % Rango valores Cq
Tipo A 19 95 17,33 36,94
Tipo D 10 50 15,84 35,24
Tipo F 13 65 16,78 37,81

En los 20 casos clinicos se aisld P. multocida en al menos una muestra. Mediante el tipado capsular de cada uno
de los aislamientos obtenidos se detecté la presencia de mas de un tipo Unicamente en el 30% de los casos (Ta-
bla 4), un porcentaje mucho mas bajo que cuando se analizé por gPCR directamente sobre muestra clinica (30%
vs 80%). La disparidad de resultados es entendible dado que la técnica gPCR presenta una sensibilidad mayor
que el cultivo microbioldgico, detectando cepas presentes de forma minoritaria que no pueden ser aisladas si
se encuentran en muy baja proporcion respecto al total de bacterias presentes en la muestra. Los altos valores
Cq, inversamente proporcionales a la cantidad de bacteria presente en la muestra, obtenidos en algunos casos
para determinados tipos capsulares confirman este hecho.

Tabla 4. Prevalencia de cada tipo capsular mediante qPCR sobre aislamiento.

n° casos %
Tipo A 9 45
Tipo D 3 15
Tipo F 2 10
Tipo A+D 2 10
Tipo A+F 4 20

En ninguno de los 20 casos analizados se identificd un aislamiento con un determinado tipo capsular que no
hubiera sido previamente detectado mediante gPCR directa sobre la muestra. Al comparar el valor Cq obtenido
por el ensayo de P multocida y los distintos tipos capsulares vemos que, en la mayoria de los casos, el cultivo
microbioldgico Unicamente es capaz de aislar aquellos tipos que tienen un valor Cq similar al valor Cq obtenido
mediante el ensayo de P. multocida.

Gracias a la capacidad cuantificadora de la técnica podemos interpretar cuales son los tipos mas abundantes
en la muestra y asi prever cuél tendrd mayor probabilidad de ser aislado. La mayor sensibilidad de la metodo-
logia propuesta permite la deteccidn de tipos capsulares que por el método de cultivo tradicional hubieran
sido ignorados. Sin lugar a dudas, la mera deteccién de un tipo capsular no sugiere su implicacién directa en
el proceso patoldgico. No obstante este tipo de informacién puede ser valiosa para una mejor aproximacion al
diagndstico de la enfermedad y el disefio més preciso de autovacunas para su prevencién.

Conclusién

Mediante el presente trabajo quedan validados los ensayos gPCR tanto para el tipado capsular de aislamien-
tos de P multocida asi como para la deteccion de los diferentes tipos capsulares en un anélisis directo sobre la
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muestra. Los resultados obtenidos demuestran que en un porcentaje considerable de casos clinicos de pastere-
losis hay mas de un tipo capsular implicado.
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Resumen

El presente trabajo explora la existencia de infeccién natural por RHDV2/b en micromamiferos simpatricos del
conejo silvestre. Durante el periodo comprendido entre 2014 y 2016 se monitorizaron varias poblaciones de
conejo de monte en semilibertad donde se hallaron cuatro cadaveres de micromamiferos muertos por causas
naturales. Mediante un protocolo de PCR duplex en tiempo real, se intenté determinar la presencia del virus
RHDV2/b en los animales muestreados. En total se encontraron, dos topillos mediterraneos (Microtus duode-
cimcostatus) y dos musarafas grises (Crocidura russula), resultando un topillo y ambas musarafas positivos a
RHDV2/b. Para comprobar la infectividad de las muestras, se inoculd a un lote de conejos de laboratorio con
homogeneizados procedentes de los higados de los micromamiferos, muriendo algunos con lesiones compa-
tibles con RHD. El anélisis por PCR duplex en tiempo real de los higados de los conejos demostrd la presencia
de virus en los mismos, confirmando su pertenencia al genotipo RHDV2/b mediante secuenciacién del gen que
codifica para la proteina VP&0. Este hallazgo es a nuestro conocimiento el primer aislamiento de RHDV2/b en
micromamiferos silvestres y sugiere que la epidemiologia de la enfermedad puede ser mas complicada de lo
que se conoce actualmente. El estudio ademaés pone de manifiesto la necesidad de realizar una correcta desra-
tizacién en las granjas cunicolas para evitar la posible entrada del virus por esta via. Deberian realizarse estudios
ulteriores para elucidar completamente el rol de los micromamiferos y otras especies animales en la epidemio-
logia de la enfermedad hemorrégica.

Palabras clave: Enfermedad hemorréagica del conejo, RHDV2/b, Oryctolagus cuniculus, Microtus duodecim-
costatus, Crocidura russula.

Abstract

Present work explores the natural RHDV2/b infection of wild rabbit-sympatric micromammals. Between 2014
and 2016 several wild rabbit populations kept in semi-freedom enclosures were monitored where four micro-
mammal carcasses were found, dead by natural causes. A duplex real time PCR procedure was used in order to
assess the presence of RHDV2/b in all sampled animals. In total, two Mediterranean Pine Voles (Microtus duode-
cimcostatus) and two White-toothed Shrews (Crocidura russula) were found. One vole and both shrews resulted
positive to RHDV2/b. To assess the infectiousness of the isolates, a batch of laboratory rabbits was inoculated
with homogenates obtained from the livers of positive micromammals, where some died showing compatible
RHD lesions. The Duplex real time PCR analysis of the livers from the rabbits demonstrated the infection and
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nucleotide sequences of VP40 gene confirmed their genotype as RHDV2/b. This finding is to our knowledge
the first report of RHDV2/b in wild micromammals and it suggests that the epidemiology of the disease could
be more convoluted than initially understood. The study also manifests the importance of implementing good
micromammal pest control programs in rabbitries in order to avoid the possible entrance of the virus in this
manner. Further studies are necessary to fully assess the role of micromammals and other animal species in RHD
epidemiology.

Keywords: Rabbit haemorrhagic disease, RHDV2/b, Oryctolagus cuniculus, Microtus duodecimcostatus, Cro-
cidura russula.

Introduccidn

La enfermedad hemorragica del conejo (RHD) esté causada por un calicivirus del género Lagovirus que afecta
gravemente al conejo Europeo (Oryctolagus cuniculus) y todas sus variedades domésticas. Actualmente es una
enfermedad muy importante debido a las altas pérdidas econdmicas que supone para la cunicultura (Abrantes
et al., 2012). Ademas es uno de los principales factores que afectan a la recuperacion de las poblaciones de co-
nejo silvestre en su drea de distribucién original, que es la peninsula lbérica y donde es una especie clave para
el mantenimiento de los ecosistemas y depredadores emblematicos como el lince ibérico (Lynx pardinus) y el
aguila imperial ibérica (Aquila adalberti) (Delibes-Mateos et al., 2008).

Por otro lado, a partir de 2010 tras el estudio de unos brotes de RHD en Francia, se detectd un nuevo virus
relacionado con el RHDV (Le Gall-Reculé et al., 2011). Este nuevo virus, bautizado como RHDVb (Dalton et al.,
2012) o RHDV2 (Le Gall-Reculé et al., 2013), en adelante RHDV2/b, es filogenéticamente distinto a otros lagovi-
rus, presentando un perfil antigénico propio y, ademas, parece tener una mortalidad media menor que los virus
clasicos y, al contrario de éstos, puede inducir mortalidad en gazapos muy jovenes (Dalton et al., 2012; Le Gall-
Reculé et al., 2013).

El RHDV2/b se ha extendido répidamente por toda Europa occidental, sustituyendo a las cepas clasicas en
Francia y la peninsula Ibérica (Le Gall-Reculé et al., 2013; Calvete et al., 2014; Dalton et al., 2014; Lopes et al.,
2015) presentandose como una nueva amenaza tanto para la cunicultura como para las poblaciones silvestres.
En poco tiempo se ha observado la capacidad del RDHV2/b para infectar varias especies de lepdéridos, entre
ellos la liebre sarda (Lepus capensis mediterraneus) (Puggioni et al., 2013), la liebre europea (Lepus europaeus)
(Camarda et al., 2014) la liebre de Corcega (Lepus corsicanus) (Le-Gall Reculé et al., 2016; Velarde et al., 2016) y
recientemente, la liebre variable (Lepus timidus) (OIE, 2017), causandoles una enfermedad similar a la RHD. Estos
hallazgos, unidos a los realizados por Merchén et al. (2011) que aislaron RNA virico de RDHV clasico en especi-
menes de ratén de campo (Apodemus sylvaticus) y ratébn moruno (Mus spretus) simpétricos del conejo silvestre,
y Rocha et al. (2017) con la posterior comprobacion experimental de la infeccién desde el conejo a estos micro-
mamiferos, sugieren que los virus causantes de la RHD tienen un amplio rango de hospedadores susceptibles,
lo que incrementaria en gran medida la complejidad epidemioldgica de la enfermedad.

Ampliando el espectro de hospedadores aln més, nuestro trabajo presenta la deteccidn y aislamiento de
RDHV2/b en el higado de dos especies diferentes de micromamiferos, lo que constituye el primer hallazgo de
RDHV2/b en especies no pertenecientes al orden Lagomorpha ademés del primer aislamiento de lagovirus in-
fectantes no procedentes de lagomorfos.

Material y métodos

Se hallaron cuatro cadéveres de micromamiferos durante el seguimiento rutinario de cuatro poblaciones de co-
nejo silvestre en semilibertad localizadas en la finca experimental que el CITA tiene en la provincia de Zaragoza.
El seguimiento de las poblaciones, realizado entre 2014-2016, estuvo englobado en el marco de ejecucién de
un proyecto de investigacién sobre la epidemiologia de RHD en dichas poblaciones. Se encontraron dos ejem-
plares de topillo mediterréneo (Microtus dudecimcostatus) denominados Md-Sep14-P3 y Md-Nov14-P3, y dos
individuos de musarafa gris (Crocidura russula) denominados Cr-Feb15-P1 y Cr-Jun15-P4. Tras la recogida, se
realizé la necropsia de los animales en las instalaciones del CITA, para identificar la especie y extraer el higado,
almacenandolo a -20°C para su posterior analisis mediante PCR duplex en tiempo real (qPCR-duplex).

El procedimiento de gPCR-duplex se ha desarrollado y puesto a punto durante el presente proyecto de inves-
tigacién con el fin de facilitar la deteccién simultanea de virus RHDV clésico o RHDV2/b en un mismo ensayo.
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La extraccion del ARN virico se realizd utilizando el reactivo TRI Reagent (SIGMA, Life Science) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La sintesis de ADNc mediante la retrotranscripcién del ARN se llevd a cabo
usando el kit SuperScript Il reverse transcriptase (Invitrogen) conforme a las instrucciones del fabricante. Todas
las muestras se analizaron por duplicado.

Posteriormente, a partir de cada espécimen de micromamifero se prepard un homogeneizado de 0,2 g de
tejido hepético en 1 ml de PBS estéril. Esta suspension fue centrifugada y el sobrenadante obtenido, una vez
filtrado (tamafo de poro: 0,22 pm), se utilizd para la realizacion de infecciones experimentales en conejos de
laboratorio.

En total, se inocularon ocho conejos de la raza Blanco de Nueva Zelanda de 12 semanas de edad (Granja San
Bernardo, Tulebras, Espafia), no vacunados frente a RHD y procedentes de progenitores no vacunados. La au-
sencia de anticuerpos anti RHD fue confirmada mediante ELISA indirecto comercial (Ingezim RHDV ref.17.RHD.
K1, Laboratorios INGENASA, Madrid, Espafna). Con cada suspension procedente de la muestra de micromami-
fero se inoculé simultdneamente a dos conejos, a razén de 0,3ml de indculo por via intramuscular. Una vez ino-
culados los animales fueron mantenidos en las instalaciones de bioseguridad del CITA durante todo el ensayo.

Los conejos se monitorizaron para observar cambios clinicos y mortalidad durante tres semanas. A los animales
muertos asi como a los que se les practico la eutanasia al finalizar el estudio, se les realizé la necropsia para exa-
minar las lesiones macroscépicas y recoger muestras de higado, bazo, rifidn, timo y duodeno para analizar me-
diante gPCR-dUplex. Una parte del tejido hepatico de los animales muertos se utilizé para apoyar el diagndstico
de muerte por RHD mediante un test ELISA directo comercial (Ingezim RHDV DAS ref.17.RHD.K2, Laboratorios
INGENASA, Madrid, Espafia). Un duplicado de todas las muestras se conservé en formol para su examen histo-
patolégico. A los animales supervivientes se les extrajo una muestra de sangre 21 dias después de la inoculacion,
para comprobar la seroconversion utilizando el test ELISA indirecto mencionado anteriormente.

Para la secuenciacién completa del gen VP60 se utilizd la PCR convencional. La purificacion de los productos
obtenidos en la PCR se realizé con el kit Macherey-Nagel-Extract Il purification (Macherey-Nagel, Alemania) y
fueron secuenciados en una plataforma ABI Prism 3700 (Applied BioSystems, Madrid, Espafa) conforme a las
instrucciones del fabricante.

Resultados y discusion

Los resultados de la gPCR-dUplex fueron positivos para los especimenes Md-Nov14-P3, Cr-Feb15-P1 y Cr-
Jun15-P4. La media de los valores de Cq fue alta en todos los casos, 36,5, 32,5y 38 respectivamente, sugiriendo
una baja cantidad de particulas viricas.

En la infeccion experimental, murieron los dos conejos inoculados con la suspension obtenida de Md-Nov14-
P3 alas 64h y 163h post-inoculacién respectivamente, y un conejo inoculado con la suspensién de Cr-Jun15-P4
(37h post-inoculacién). A la necropsia, los tres ejemplares mostraron lesiones evidentes de cuadro agudo de
enfermedad hemorréagica. La causa de muerte por RHD fue confirmada en los tres animales mediante gqPCR-
duplex, demostrando la presencia del virus RHDV2/b con unos valores de Cq entre 16y 20 (indicativos de anima-
les muertos en fase aguda de la enfermedad). El test ELISA directo corrobord la causa de muerte. Las lesiones
histopatoldgicas principales también fueron caracteristicas de RHD, con hepatitis necrética aguda por pérdida
de hepatocitos como resultado de apoptosis inducida, asi como hemorragia y congestién en pulmones, rifiones
y bazo a causa de una CID masiva. También se registrd necrosis tubular en los rifones y depésitos de fibrina en la
pulpa rojay apoptosis de los centros germinales del bazo, mientras que en los pulmones las principales lesiones
fueron edema, hemorragias intraalveolares y trombosis vascular.

Respecto a los tres conejos supervivientes, no se observaron signos clinicos, lesiones macroscépicas o histopa-
toldgicas en ninguno de ellos. Los resultados de la gPCR-dUplex fueron negativos en todas las muestras excepto
en el higado y bazo pertenecientes al conejo superviviente inoculado con suspensién de Cr-Jun15-P4, aunque
con Cg medios muy altos (40,5 y 42 respectivamente). Ademas se detectd la seroconversién a los 21 dias post-
inoculacién en este conejo y otro inoculado con Cr-Feb15-P1.

La secuenciacién completa del gen VP40 de los aislados obtenidos de los conejos muertos por RHD confirmé
la pertenencia de todos ellos al genotipo RHDV2/b.
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En conclusion, el RHDV2/b parece tener un rango mucho més amplio de hospedadores que las cepas clésicas
de RHDV, ya que otros autores han demostrado la infeccion de varias especies de liebres mencionadas ante-
riormente. Nuestros resultados van maés alla, presentando el hallazgo de una infeccidén natural por RHDV2/b de
dos especies de roedores, el topillo mediterraneo (Microtus duodecimcostatus) y la musarafa gris (Crocidura
russula) siendo a nuestro conocimiento el primer aislamiento de este virus fuera del orden de los lagomorfos, lo
que implica un importante salto en la supuesta barrera de hospedador del virus RHDV2/b. Ademas se confirma
que los virus aislados en los micromamiferos mantienen su capacidad infectante, siendo capaces de producir
enfermedad en los conejos. Se estén realizando mas estudios para elucidar la filogenética de las cepas aisladas
en los micromamiferos y los conejos silvestres de nuestras poblaciones.

Estos resultados sugeririan que la epidemiologia de la enfermedad hemorrédgica podria ser mas compleja de
lo que se asume en la actualidad, y refuerzan la posibilidad de que el origen del agente etioldgico de la RHD,
sin determinar todavia en la actualidad, haya sido consecuencia de un salto del virus entre especies, por lo que
es necesario seguir invirtiendo en investigacién sobre la RHD. Por otro lado, la implicacién para la cunicultura
pondria de manifiesto la importancia de aplicar protocolos eficaces para mantener las explotaciones libres de
micromamiferos, reduciendo las probabilidades de re-introducir o mantener el virus RHDV2/b en ellas tras un
brote de enfermedad.
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Respuesta inmunitaria del conejo frente
a Staphylococcus aureus
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Resumen

En el &mbito de la cunicultura comercial Staphylococcus aureus es una bacteria con notable interés desde el
punto de vista sanitario debido a que afecta a conejos de todas las edades y produce diferentes tipos de le-
siones supurativas. En el presente trabajo se plantea estudiar la respuesta inmunitaria local desarrollada en los
animales tras la inoculacién intradérmica de la cepa mas extendida de S. aureus aislada en granja: la ST121. El
100% de los animales infectados con la cepa ST121 desarrollaron lesiones. Los resultados de las poblaciones
leucocitarias analizadas mediante tincion inmunohistoquimica revelaron un aumento de linfocitos T a partir de
las 48 horas post-infeccidn (p.i.), cuyos niveles se mantuvieron elevados hasta los 21 dias p.i. El nimero de células
fagociticas (macroéfagos) aumentd a partir de las 72 horas p.i., alcanzando sus valores mas elevados a los 7 dias
p.i., coincidiendo con la apertura y el drenaje de los abscesos. Las células plasméticas manifestaron un primer
aumento a las 48 horas p.i., y un posterior incremento progresivo entre los 7 y 21 dias p.i. Estos hallazgos des-
criben la evolucién de un absceso intradérmico en un modelo de infeccidn en piel de conejo, estableciendo la
interaccion entre el sistema inmunitario del hospedador y el agente patdgeno, y confirmando la importancia de
los mecanismos de defensa innatos del hospedador frente a las infecciones producidas por S. aureus.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, absceso, inmunidad innata, infeccién experimental.

Abstract

Staphylococcus aureus is a bacterium with remarkable interest from a sanitary point of view in commercial
rabbitries because it affects rabbits of all ages and produces different types of suppurative lesions. An ex-
perimental infection was designed in order to study the local immune response developed in the animals
after the intradermal inoculation using the most widespread strain of S. aureus (ST121) isolated from farm.
One hundred per cent of the animals infected with the strain ST121 developed lesions. The results of the
leukocyte populations analyzed by immunohistochemical staining revealed an increase of T lymphocytes
after 48 hours post infection (p.i.), whose levels remained elevated up to 21 days after infection. The number
of phagocytic cells (macrophages) increased after 72 hours post-infection, reaching their highest values at 7
days p.i., coinciding with the opening and drainage of abscesses. Plasma cells showed a first increase at 48
hours p.i., and a subsequent progressive increase between 7 and 21 days p.i. These findings describe the
evolution of an intradermal abscess in a rabbit skin infection model, establishing the interaction between
the host immune system and the pathogen, and confirming the importance of innate host defense mecha-
nisms against infections produced by S. aureus.

Keywords: Staphylococcus aureus, abscess, innate immunity, experimental infection.

Introduccidén

Staphylococcus aureus es una de las especies bacterianas considerada de mayor interés sanitario tanto para
humanos como para animales. En cunicultura comercial esta bacteria puede afectar a conejos de todas las eda-
des produciendo diferentes lesiones: dermatitis supurativa, mastitis, abscesos multisistémicos o pododermatitis
(Segura et al., 2007; Corpa et al., 2009). La cepa de S. aureus més extendida en las explotaciones cuniculas per-
tenece al clon ST121 (Vancraeynest et al., 2006; Viana et al., 2007; Viana et al., 2011).
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El éxito de S. aureus como patdgeno esté relacionado con su capacidad de adaptarse a diversos ambientes y de
producir una gran variedad de factores de virulencia, que juegan un papel importante en todos los niveles de las
interacciones hospedador-patégeno, y permiten a las bacterias eludir la inmunidad innata y adaptativa del hospe-
dador. Cuando las bacterias invaden un tejido son reconocidas por el sistema inmunitario innato, que inicia la cas-
cada de sefializacion para promover el reclutamiento de células inflamatorias (neutrdfilos, macréfagos y linfocitos)
al lugar de la infeccién y facilitan la formacion del absceso. Una caracteristica notable de los abscesos producidos
por S. aureus es la masiva infiltracién de células inmunitarias en respuesta a la destruccion celular y a las sefiales
proinflamatorias, dando lugar a la licuefaccién del tejido que finalmente es drenado, momento que se considera un
signo clinico de curacién de la lesién (Krishna y Miller, 2012; Kobayashi et al., 2015; Malachowa et al., 2015).

La respuesta inmunitaria que manifiestan los conejos frente a las infecciones por S. aureus no estéd del todo
descrita. Nuestro grupo de investigacién con anterioridad describié la existencia de diferencias en la respuesta
inmunitaria producida por las dos cepas aisladas con mayor frecuencia de casos de mastitis naturales (ST121 y
ST96) (Guerrero et al., 2015). Por ello, en este estudio se plantea la induccion de una infeccion experimental en
piel con la cepa de S. aureus mas extendida en las explotaciones cunicolas (ST121), con el objetivo de estudiar
la evolucién de la respuesta inmunitaria local (estudiando las células tisulares), permitiendo asi profundizar en el
conocimiento de la patogenia de las estafilococias cunicolas, y comprender mejor los mecanismos de interac-
cién entre el patdgeno y el hospedador.

Material y métodos

Cepas y animales empleados

Para llevar a cabo las infecciones experimentales se empled una cepa de S. aureus perteneciente al clon ST121
y se utilizaron 90 conejos (Oryctolagus cuniculus) de dos meses de edad.

Infeccién experimental en piel

El modelo de infeccion experimental se basd en protocolos de infecciones descritas con anterioridad (Kennedy
et al., 2010; Li et al., 2010). La carga bacteriana empleada fue de 300 unidades formadoras de colonias en 100 plL
de PBS ("Phosphate Buffer Saline”). En cada conejo se llevaron a cabo dos puntos de inoculacion (en la region
lumbar, a ambos lados del raquis) intradérmicamente con una aguja hipodérmica (25G). La zona de inoculacién
fue previamente rasurada.

Examen macroscépico y toma de muestras

Durante 28 dias post-inoculacién (p.i.) se realizd un seguimiento de la evolucién de las lesiones en la piel,
anotando sus medidas y la presencia de dermonecrosis. Diez animales fueron sacrificados a las 0 h, 12 h, 24 h,
48 h, 72 h, 7 dias, 14 dias, 21 dias y 28 dias p.i., respectivamente. De cada animal se tomé una muestra de tejido
lesionado para llevar a cabo estudios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos.

Estudios histolégicos e inmunohistoquimicos

Las muestras de tejido se fijaron en formol tamponado al 10%, y se procesaron de manera rutinaria, tiiéndose
mediante las técnicas de hematoxilina-eosina para proceder a su estudio microscopico. Para realizar el estudio
de la respuesta inmunitaria celular a nivel local mediante técnicas de inmunohistoquimica se emplearon los anti-

cuerpos recogidos en la Tabla 1. El recuento de células positivas se llevd a cabo utilizando el anélisis de imagen

Tabla 1. Anticuerpos primarios usados en el estudio.

Anticuerpos Células Compaiiia

Mouse anti-Rabbit Light Chain Células plasmaticas Millipore

Mouse anti-Human CD7%a Linfocitos B AbD Serotec
Mouse anti-Canine CD3 Linfocitos T UC Davis
Mouse anti-Rabbit RAM11 Macréfagos Dako
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NIS-Elements D 2.30 (Nikon), realizando un recuento de veinte campos a 400X seleccionados aleatoriamente
bordeando el 4rea de lesién, representando un area total de 1,6 mm?.

Anadlisis estadistico

Los datos de los recuentos de las poblaciones leucocitarias en los distintos tiempos fueron analizados utilizan-
do la prueba t de Student. Se consideré significativo un valor de P inferior a 0,05.

Resultados y discusion

Tras ser inoculados con la cepa ST121, todos los animales desarrollaron lesiones en la piel localizadas en el pun-
to de inoculacién a las 24 horas p.i. Las lesiones de la piel se caracterizaron por presentar papulas eritematosas
de tamafio variable, que a nivel microscépico se correspondieron sobre todo con un incremento del nimero de
células inflamatorias (heterdfilos) e hiperemia. A las 48 horas p.i. estas papulas se incrementaron de tamario (2,5
cm de didmetro) y a nivel histoldgico los heterdfilos comenzaron a agruparse formando abscesos. A partir de las
72 horas p.i. continud el incremento de tamafio de los nédulos, llegando al maximo tamario (3 cm de didametro),
observandose caracteristicas de maduracién en los abscesos, como el incremento de la cépsula fibrosa y el teji-
do de granulacion. La dermonecrosis aparecié a partir de las 72 horas p.i., manifestandose en todos los animales
a partir del 7° dia p.i, con el consiguiente drenaje del contenido purulento y la recuperacién progresiva de las
lesiones hasta los 28 dias p.i., donde a nivel histoldgico se correspondié con la reepitelizacién de la zona de la
lesion y la disminucidon progresiva de las células inflamatorias.

Los resultados de la respuesta inmunitaria local obtenidos mediante inmunohistoquimica revelaron que los
mayores recuentos correspondieron a los linfocitos T CD3* y células plasmaticas, sequidas de los macrofagos
RAM11*. Los linfocitos T CD3* se localizaron principalmente de forma difusa en el tejido conjuntivo préximo a
las zonas de lesién y manifestaron un aumento significativo (p<0,05) en su nimero a partir de las 48 horas p.i.,
manteniéndose elevados hasta los 21 dias p.i., tiempo en el que alcanzaron su maximo valor (18,8+10,23 células/
mm?), para disminuir de nuevo a los 28 dias p.i. (Figura 1). Con respecto a la presencia de células plasmaticas,
experimentaron un aumento significativo (p<0,05) en su nimero a las 48 horas p.i. y otro incremento progresivo
a partir del 7° dia p.i. que se mantuvo hasta los 21 dias p.i.,, momento en el que alcanzaron su maximo valor
(13,9£14,12 células/mm?) (Figura 2). En cuanto al comportamiento de los macréfagos RAM11%, localizados alre-
dedor de los focos de necrosis, comenzaron a incrementarse a partir de las 72 horas p.i., coincidiendo con los
primeros signos de cronicidad, alcanzando su méximo valor (10,2+3,00 células/mm?), a los 7 dias p.i. (Figura 3).
Por su parte, las variaciones en el nimero de linfocitos B CD79* durante los 28 dias del periodo experimental
no fueron significativas. A los 28 dias p.i, todas las células analizadas experimentaron un descenso, sin mostrar
diferencias respecto a los controles, coincidiendo con el momento de recuperacién de las lesiones.

Linfocitos T Células plasmaticas

20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0 +
8,0
6,0 +
4,0
2,0 +
00
oh  12h 24h  48h 72h  7d 14d 21d  28d Oh 12h 24h 48h 72h 7d 14d 21d 28d
Tiempo post-infeccion Tiempo post-infeccién

NE células/mm2
N2 células/mm2

Figura 1. Variacion del nimero de linfocitos T locales. Figura 2. Variacién del nimero de células plasméticas
*P<0,05 respecto al dia 0. locales. *P<0,05 respecto al dia 0.
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Figura 3. Variacion del nimero de macréfagos locales.
*P<0,05 respecto al dia 0.

Los hallazgos histopatoldgicos tanto a nivel macroscdpico como microscopico explican la evolucién de las
lesiones, guardando relacién con resultados previos sobre la respuesta inmunitaria celular periférica (Mufioz-
Silvestre et al., 2015). En una fase inicial aguda (12-48 horas p.i.) solo los granulocitos aumentan significati-
vamente (p<0,05), coincidiendo con los primeros signos clinicos de inflamacién (eritema), y manifiestan una
respuesta cronica mediante otro incremento progresivo en su nimero a partir del 7° dia p.i. hasta los 14 dias
p.i., periodo que se caracteriza por el inicio de la recuperacién de la lesion tras el drenaje del contenido
purulento. Por otra parte, coincidiendo con el inicio de la respuesta inflamatoria los monocitos sanguineos
aumentan de manera significativa (p<0,05) a partir del 2° dia p.i., siendo este aumento progresivo hasta los
14 dias p.i. Este incremento de los monocitos sanguineos esta relacionado con el aumento del nimero de
macréfagos alrededor de los focos de lesidn, lo cual seria indicativo de que las lesiones evolucionan hacia la
recuperacion. En cuanto a los niveles generales de linfocitos sanguineos, éstos aumentan significativamente
(p<0,05) desde las 72 horas p.i. hasta los 14 dias p.i., coincidiendo con el aumento del nimero de linfocitos T
en el tejido lesionado en los mismos tiempos.

En este trabajo se ha estudiado la respuesta local del sistema inmunitario del conejo frente a un modelo de
infeccion bacteriana en piel, y al unificar estos resultados con estudio anteriores, se pone de manifiesto que el
desarrollo y la evolucién de las lesiones en piel producidas por S. aureus no sélo se debe a la multiplicacién in
situ de las bacterias, sino también al incremento del nimero de leucocitos sanguineos y a la afluencia de células
inflamatorias a partir de las 48-72 h.p.i., demostrando asi que la respuesta inmunitaria del hospedador es funda-
mental frente a las infecciones producidas por S. aureus.
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Resumen

Staphylococcus aureus es una bacteria ampliamente distribuida en cunicultura que provoca sobre todo mas-
titis, pododermatitis y abscesos en conejos comerciales. El clon méas prevalente es el ST121, con genotipo Al
11 8, seguido del ST96. Los objetivos de este estudio fueron: (1) caracterizar las cepas de S. aureus involucradas
en brotes y casos cronicos de estafilococias desde el afio 2014 y (2) conocer la distribucidon geogréfica de los
distintos clones de S. aureus en los Ultimos afos. Para ello se muestrearon 34 granjas, de las cuales se aislaron
124 muestras positivas a S. aureus. Se observd que en el 66,7% de las granjas con muestreos en diversos afos
se mantuvo el mismo genotipo, y que las cepas, aparentemente, no se distribuyeron de forma uniforme. Se ha
identificado dos nuevos clones (ST3761 y ST3764) y un nuevo genotipo (B1 11 A) no detectados hasta la fecha.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, brote, mutacién, distribucién geogréfica.

Abstract

Staphylococcus aureus is a bacterium widely distributed in rabbitries causing mastitis, pododermatitis and
abscesses. The most prevalent clone is ST121, with A1 111 & genotype, followed by ST96. The aims of this study
were: (1) to characterize strains of S. aureus involved in outbreaks and chronic cases since year 2014; (2) to know
the geographical distribution of the different S. aureus clones in recent years. For this purpose, 34 farms were
sampled, from which 124 samples were positive for S. aureus. The 66.7% of the farms with samplings in several
years maintained the same genotype, and the strains apparently were not homogenously distributed. Two new
clones (ST3761 and ST3764) and a new genotype (B1 11 A\), not previously detected have been identified.

Keywords: Staphylococcus aureus, outbreak, mutation, geographical distribution.

Introduccidn

Staphylococcus aureus es una bacteria que afecta a numerosas especies animales y a humanos. Coloniza la
piel, ufas y fosas nasales, pero necesita factores predisponentes (inmunosupresion, heridas, otras enfermeda-
des...) para multiplicarse y generar lesiones, generalmente de carécter supurativo (Corpa et al., 2009). Se trans-
mite por contacto directo o mediante secreciones o utensilios.

En cunicultura, S. aureus, provoca principalmente mastitis y pododermatitis en hembras reproductoras y pio-
dermas en gazapos, aunque también son comunes las otitis y las rinitis (Corpa et al., 2009). También es importan-
te el papel que juegan los portadores nasales asintométicos. La alta prevalencia de portadores podria aumentar
la incidencia de estafilococias en las granjas (Selva et al., 2015).

Existen numerosas cepas de S. aureus que pueden caracterizarse mediante diferentes técnicas. La técnica MLST
(Multilocus Sequence Typing) es la més utilizada hoy en dia. Esta técnica compara 7 genes (arc, aro, glp, gmk,
pta, tpi y yqi) altamente conservados en la bacteria, asignando el mismo nimero “ST" a cepas pertenecientes al
mismo origen clonal y nimeros diferentes cuando sufren mutaciones y se van distanciando filogenéticamente.
También se usa el tipado molecular, basado en el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
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(RFLP) de los genes coa, spa y clfB. Con esta técnica se obtiene el genotipo, una combinacion de letras latinas,
numeros y letras griegas, como por ejemplo, A1 111 8. Estas dos técnicas (MLST y RFLP) se complementan y son
necesarias para hacer una éptima identificacion de cada cepa de S. aureus.

El clon de S. aureus més frecuente en cunicultura es el ST121, seguido del clon ST96, con una prevalencia mu-
cho maés baja. A su vez, el genotipo mas habitual es el A1 1118, que se incluye dentro del clon ST121 (Viana, 2009;
Pérez-Fuentes et al., 2016).

En los Ultimos afos, tanto veterinarios como ganaderos han puesto de manifiesto su preocupacién por la apa-
ricién de brotes de estafilococias especialmente virulentos. Por esta razén, los objetivos de este trabajo fueron:
(1) caracterizar las cepas de S. aureus involucradas en brotes y casos cronicos de estafilococias desde el afio 2014
y (2) conocer la distribucion geografica de los distintos clones de S. aureus en los Ultimos afios.

Material y métodos

En este trabajo se han tomado 148 muestras, recogidas entre 2014 y 2017, de 34 granjas que presentaban
brotes graves o casos crénicos asociados a infecciones por Staphylococcus aureus, situadas en el Norte y Este
de Espana.

Las muestras se tomaron mediante una torunda estéril de diferentes lesiones y de fosas nasales, tanto de ani-
males clinicamente enfermos como sanos. Se sembraron en placas de agar sangre y se incubaron a 37°C durante
24h. Posteriormente se sembraron las colonias compatibles con S. aureus en caldo de soja triptico (TSB) y se
incubaron 24h a 37°C con agitacion.

Estos cultivos se guardaron en stock a -80°C y también se extrajo el ADN mediante el kit Genelute Bacterial
Genomic ADN (SIGMA) siguiendo el protocolo del fabricante, lisando previamente la pared celular mediante
12,5 ug/ml de lisostafina durante una hora a 37°C. Con este ADN se realizaron PCRs de coa, spay clfB (RFLP) y el
tipado por MLST. El tamafo del producto de PCR (5u de alicuota) se analizd por electroforesis en gel de agarosa
al 2%y los geles se revelaron con ImageQuant™ LAS 4000.

Los productos de PCR de coa y spa se purificaron con el kit GenElute™ PCR Clean-Up Kit (SIGMA), se digirie-
ron con la enzima Hinbl en bafio hiumedo a 37°C 1,5 horas y se analizaron los resultados por electroforesis en gel
de agarosa al 2%. Los geles se revelaron con ImageQuant™ LAS 4000.

Por otra parte, los productos de PCR para el tipado por MLST fueron purificados y secuenciados por el Servicio
de Secuenciacién del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP) de la Universitat Politecnica

de Valencia. Las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos “MLST database” (www.mlst.net).

Resultados y discusion

De las 148 muestras, 124 (83,8%) fueron positivas a S. aureus. Se aislaron 21 genotipos diferentes, siendo el mas
comun el A1 111 8 con 24 aislados (19,35% del total de muestras positivas), y 9 ST diferentes, siendo el clon ST121
el méas comun, con 36 muestras (29%) (Tablas 1 y 2).

En el 2014 se identificd por primera vez un nuevo clon, el ST3764. Este nuevo clon difiere del ST121 en un nu-
cledtido del gen glp, dando lugar a un nuevo alelo. Hasta la fecha se ha aislado de 19 muestras procedentes de
7 granjas diferentes del norte de Espana (A Corufa, Ledn y Palencia) (Figura 1). Su genotipo es A1 II1 x y se ha
aislado de lesiones variadas: abscesos, mastitis, pododermatitis y también rinitis, otitis, neumonias y conjuntivi-
tis. En otras zonas geogréficas muestreadas este genotipo no posee la mutacién y, por lo tanto, sigue correspon-
diendo al clon ST121. No obstante, hay que sefalar que en la zona donde se ha aislado este clon no se tenian
muestras previamente al 2014, por tanto no se puede saber si ya estaba presente y adn no se habia extendido o,
por el contrario, es una mutacién reciente de ST121. Por este motivo, se debe confirmar con mas muestreos en
esa zona geografica para comprobar si se estd extendiendo a otras provincias. Ademas se aislé otro clon nuevo
de 3 muestras en el 2014, el ST3761, que se diferencia del ST121 en el gen pta, es decir, hay un cambio de alelo.
Segun la base de datos MLST, el alelo pta de este clon esté presente en aislados de mastitis caprina en Italia.

En este estudio también se ha aislado un nuevo genotipo (B1 11 A\), que presenta una mutacion en el gen clfBy
que pertenece al clon ST96. Se identificd, por primera vez, en el afio 2016y, hasta el momento, sélo se ha detectado
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Estado actual de las cepas de Staphylococcus aureus en granjas cunicolas

Tabla 1. Relacién de genotipos aislados. Tabla 2. Relacién de ST aislados.
Genotipo Cepas Porcentaje MLST Cepas Porcentaje
A1111 0 24 19,35 121 36 29,03
A1l x 22 17,74 96 32 25,81
B111a 10 8,06 3764 19 15,32
B1IV1 a 8 6,45 1 10 8,06
A1 1lI1 8 7 5,65 3761 3 2,42
BT1I1TA 5 4,03 5 2 1,61
Alllle 4 3,23 146 2 1,61
B11V2 a 4 3,23 398 2 1,61
D2V1p 3 2,42 2855 2 1,61
D2V19§ 3 2,42 Desconocido 16 12,90
B111p 2 1,61 Total 124 100
B111«x 2 1,61
B1IIMTa 2 1,61
B3 IV1y 2 1,61
C2V16 2 1,61
ATI11 B 1 0,81
AT 1111 1 0,81
BT IV2y 1 0,81
B3116 1 0,81
B3 114 1 0,81
D2 V1y 1 0,81
Desconocido 18 14,52
Total 124 100

FRANGE

La Corufia
ST3764

ST96 STS
Ledn

ST3764

PORTUGAL

Figura 1. Mapa de Esparia con los clones aislados, por provincias, desde 2014 a 2017.

XLII SYMPOSIUM DE CUNICULTURA [é?ﬁ 89



PATOLOGIA

en una granja. Esta cepa se ha relacionado con lesiones atipicas y graves, como pericarditis, metritis y neumonias.

En 10 granjas de las 34 muestreadas (29,4%) se aisl6 el genotipo mas abundante, el A1 111 8. Debido al reducido
numero de muestras en algunas granjas, no puede descartarse que este genotipo no esté presente. No obstan-
te, este resultado es similar al descrito por Viana et al. (2007), donde el genotipo A1 II1 8 se aislé en el 20% de
las explotaciones.

En 10 de las 15 explotaciones (66,7%) con méas de un muestreo, vuelve a aparecer el mismo genotipo con el
tiempo. En algunos casos, la misma cepa se mantiene hasta 15 afios. Esto concuerda con la persistencia de
problemas crénicos de estafilococias en algunas granjas (Adlam et al., 1976). De hecho, en una de las granjas
muestreadas, en la que se identificd la cepa A1 111 9, se sustituyd la linea cunicola, sin vaciar completamente la
nave, y en un muestreo posterior se volvié a aislar el mismo genotipo.

Estos resultados coinciden con estudios previos (Viana et al., 2007) donde se describia que el genotipo mas
prevalente era el A1 111§, aunque con un porcentaje muy superior (70,76%) a nuestros resultados. Estas diferen-
cias podrian estar relacionadas con la aparicién y diseminacion del clon ST3764, cuyo genotipo es A1 1I1 k, ya
que ha sido aislado a partir del 2014 y el anterior estudio analiza muestras hasta el 2006.

En conclusién, (1) se han aislado dos clones nuevos (ST3761 y ST3764) y un genotipo (B1 11 A), que (2) perduran
en las granjas a lo largo del tiempo vy, (3) aparentemente, el clon ST3764 esta localizado Unicamente en el no-
roeste de Espafia y el ST121 por el este, aunque hace falta incrementar la toma de muestras y ampliarla a mas
provincias para confirmar este dato.

Actualmente estamos investigando la repercusién que estas nuevas cepas pueden tener en cunicultura, mediante
el estudio del efecto de las mutaciones detectadas en su virulencia, sobre todo de las cepas ST3764 y B1 11 .
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Evolution of virulence of Staphylococcus aureus in the last 15 years
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Resumen

Los clones de Staphylococcus aureus méas cominmente aislados de conejos tanto enfermos como sanos son el
ST121y el ST96. Diferentes estudios han evidenciado la escasa capacidad del clon ST96 para provocar infeccién
en el conejo. Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha observado un aumento en la prevalencia de los aislados
ST96 de lesiones de conejos. El presente trabajo propone la hipdtesis de un cambio en la virulencia de los
clones ST96 y, para demostrarlo, se realiza un estudio retrospectivo comparando cepas ST?6 y ST121 antiguas
y recientes. Para comparar la virulencia de ambos clones, se realizan pruebas in vitro de cada una de las cepas
seleccionadas.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, ST96, virulencia, resistencia a antibidticos.

Abstract

The most commonly isolated Staphylococcus aureus clones from diseased and healthy rabbits are ST121 and
ST96. Different studies have shown the limited ability of the ST96 clone to cause infection in the rabbit. However,
in recent years an increase in the prevalence of ST96 isolates from rabbit lesions has been observed. The present
work proposes the hypothesis of a change in virulence of ST96 clones, and to prove this, a retrospective study
has been carried out comparing both old and recent ST96 and ST121 strains. To compare the virulence of both
clones, it is intended to perform in vitro tests of each of the selected strains.

Keywords: Staphylococcus aureus, ST96, virulence, resistance to antibiotics.

Introduccidn

Staphylococcus aureus es una bacteria ampliamente distribuida que afecta tanto a humanos como animales.
En conejos las principales patologias asociadas a esta bacteria son: mastitis, abscesos y pododermatitis (Cor-
pa et al., 2009). Se han desarrollado diferentes técnicas de tipado molecular con el fin de conocer los clones
de S. aureus predominantes. Uno de los métodos mas utilizados es el tipado por MLST (Multilocus Sequence
Typing) (Enright et al., 2000). Estudios previos demuestran la existencia de clones ampliamente distribuidos y
adaptados a producir infecciones en conejo, siendo el més frecuente el ST121, seguido del ST96, con mucha
menor prevalencia (Viana et al.,, 2011). Los clones ST96 carecen de ciertas enterotoxinas que las cepas tipo
ST121 si poseen (Viana et al., 2015). Estas enterotoxinas tienen actividad superantigénica, pueden activar la
poblacidn de células T y alteran la liberacion de citoquinas para evadir el sistema inmune del hospedador
(Projan y Novick, 1997).

En los Ultimos afios se ha observado un aumento de las lesiones producidas por clones ST?96, lo que podria

indicar un aumento en la virulencia de dicho clon. Por ello, el objetivo de este estudio es comparar clones ST?6
y ST121 de S. aureus aislados de conejos comerciales en los Ultimos 15 afios.
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Material y métodos

Cepas empleadas

Se seleccionaron 18 clones de S. aureus: 13 clones ST96, 5 clones ST121 (Tabla 1). Se compararon 13 cepas (11
ST96y 2 ST121) aisladas recientemente (entre 2014 y 2017) con 5 cepas (2 ST96 y 3 ST121) aisladas entre 2001 y
2007. Estas Ultimas son cepas de referencia de nuestro laboratorio y se encuentran bien caracterizadas y estu-

diadas.

Tabla 1. Clones ST96 y ST121 seleccionados para este estudio.

Cepa ST Ao Observaciones
CEU22 121 2001 Cepa tipo
DL40 121 2002 Mastitis
CEU268 121 2007 Nariz sana
CEU231 96 2003 Mastitis
CEU238 96 2001 Mastitis
CEUS581 96 2014 Aislado nasal
CEU713 96 2014 Mastitis
CEU796 96 2015 Dermatitis
CEU842 96 2016 Mastitis
CEU852 96 2016 Pododermatitis
CEU853 96 2016 Pododermatitis
CEU862 96 2016 Dermatitis
CEU868 96 2016 Metritis
CEU886 96 2016 Mastitis
CEU887 96 2016 Pododermatitis
CEU890 121 2016 Osteomielitis
CEU903 121 2016 Mastitis
CEU908 96 2017 Pododermatitis

Prueba de hemdlisis

Se realizaron estrias con una colonia aislada de la cepa RN4220 en el centro de placas de agar Columbia con
5% de sangre de oveja. A continuacién se realizaron dos estrias perpendiculares de una colonia aislada de cada
clon de los 22 seleccionados, sin que llegaran a tocar la estria de RN4220 (Traber et al., 2008). Por dltimo, se dejé
crecer 24h a 37°C, analizdndose posteriormente el tipo de hemdlisis.

Prueba de supervivencia en sangre

Primero se elabord un indculo a una concentracién de 4x10° ufc/mL y se enfrentaron 25uL de este indculo a
75pL de sangre heparinizada extraida de conejo. A continuacion se incubd en agitacién constante y se sembré
en TSA a las Oh, 1h, 2h y 3h para contar las ufc/mL. Por Ultimo, se comprobé la concentracién del indculo me-
diante la siembra en TSA. También se comprobd que la sangre no estaba contaminada con bacterias, mediante
su siembra en TSA. En cada réplica se empled una cepa control (CEU 568 AdItB), realizédndose tres réplicas de
cada clon.

Antibiograma
Se elaboré un indéculo a una concentracion aproximada de 10° ufe/mL, para lo cual se midié la absorbancia de
un cultivo crecido durante 12h de una colonia aislada de cada cepa, y se realizaron diluciones hasta alcanzar la

concentracion deseada. Seguidamente, con un hisopo se sembrd en superficie de manera uniforme una placa
de agar Muller Hinton. A continuacion, se depositaron los discos impregnados con el antibidtico de eleccion
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sobre la placa, y se incubaron en estufa a 37°C durante 20h. Por Ultimo se midié el halo de inhibicién y se clasificé
cada cepa como S (Sensible), | (Intermedio) o R (Resistente) (Thompson y Brown, 2014). Los antibiéticos emplea-
dos fueron: Gentamicina (GM), Cloranfenicol (C), Eritromicina (E), Neomicina (N), Doxiciclina (D), Penicilina (P),
Enrofloxacino (ENO), Tetraciclina (TE), Amoxicilina + Ac. Clavulanico (AMC), Estreptomicina (S) y Sulfamethoxa-
zol + Trimethoprim (SXT).

Resultados y discusion

Prueba de hemdlisis

Esta prueba permitié conocer las hemolisinas que producian las diferentes cepas, teniendo en cuenta que la
cepa RN4220 sélo produce hemolisina B. El 100% de los clones ST121 aislados en ambos periodos (2001-2007
y 2014-2017) presentaban a-p-6-hemolisinas. Por el contrario, mientras que los clones ST96 aislados entre 2001
y 2007 presentaron sélo 8-hemolisina (la hemolisina tipica de este clon), las cepas ST96 aisladas en 2014-2017,
ademas de d-hemolisina presentaron también -hemolisina y las tres hemolisinas (a-f y ) tipicas de los clones
ST121.

Prueba de supervivencia en sangre

La respuesta inmunitaria innata resulta fundamental para evitar la infeccion por S. aureus. Mediante esta prue-
ba se valoré la capacidad de las bacterias para evadir la respuesta innata del hospedador cuando se cultivan
en sangre entera de conejo, una de las muchas caracteristicas que influyen en la patogenicidad de cada cepa.
Todos los clones sobrevivieron y mostraron un comportamiento similar, mostrando un crecimiento exponencial
en el tiempo. No se observaron, por lo tanto, diferencias evidentes en la supervivencia en sangre entre los clones
aislados en los diferentes periodos (2001-2007 frente a 2014-2017). Unicamente se observaron las diferencias
propias que hay entre los clones ST121 y ST96.

Antibiograma

Mediante esta prueba se pretendié conocer las resistencias de cada cepa a los diferentes antibidticos. Las ce-
pas de referencia, aisladas entre 2001 y 2007, no mostraron resistencia a ninguno de los antibiéticos empleados.
Sin embargo, se observaron resistencias a diversos antibioticos en las cepas aisladas entre 2014 y 2017. Los an-
tibidticos frente a los que se observaron un mayor nimero de resistencias fueron: Eritromicina, Espiramicina, Te-
traciclinas, Enrofloxacino, Estreptomicina y Gentamicina. El aumento de las resistencias de este microorganismo
a un amplio rango de antibiéticos (Chambers y Deleo, 2009) complica el tratamiento de las infecciones estafilo-
cocicas. Nuestros datos demuestran la inquietante aparicion de resistencias frente a algunos de los antibidticos
utilizados y confirma los fallos del empleo de los mismos en la lucha frente a S. aureus. Por ello, es necesario el
empleo racional de estos farmacos (Ventola, 2015).

La clasificacion clasica de Hermans et al. (1999) en base a la virulencia de los aislados de S. aureus, en cepas
de alta y baja virulencia, fue confirmada en estudios posteriores, asociandose estas cepas de alta virulencia al
clon ST121 (Vancraeynest et al., 2006; Viana et al., 2011). No hay estudios previos sobre la virulencia de los clones
ST96 en conejos, aunque dada su distribucion, procedencia y comportamiento experimental se consideraban
como aislados de baja virulencia. A la vista de los resultados obtenidos, podria haberse producido un cambio en
el comportamiento de las cepas ST96 a lo largo de los afios (2003 vs. 2014 o 2016), que se pretende confirmar
mediante una infeccidn experimental in vivo en conejos comerciales.
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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.

Palabras clave: Enfermedad hemorragica del conejo, Enteropatia mucoide, RHDV2/b, Oryctolagus cuniculus.

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.

Keywords: Rabbit haemorrhagic disease, Mucoid enteropathy, RHDV2, Oryctolagus cuniculus.

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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la nueva variante virica RHDV2/b en 2010 en Francia (Le Gall-Reculé et al., 2011) y su expansién a la peninsula
lbérica en 2011 (Dalton et al., 2012) la importancia de esta enfermedad se ha incrementado de manera sustan-
cial. Ello ha sido debido tanto al rapido desplazamiento (hasta su préactica desaparicion) de las cepas cléasicas del
virus RHDV por la variante RHDV2/b, como a la considerable pérdida de eficacia de las vacunas existentes, en
combinacién con la limitada disponibilidad de vacunas especificas contra el RHDV2/b, las cuales no estuvieron
disponibles (con autorizacién) hasta 2015 y comercializadas la primavera de 2016. Todo ello, ademas, se ha visto
acompanado de una, todavia, incompleta caracterizacién de la epidemiologia y patogenia de este nuevo virus.

La EM, por su parte, se asume como un proceso de origen multifactorial cuya etiologia es todavia difusa. Se
considera que el principal proceso implicado en el desarrollo de la enfermedad es un desequilibrio en la biota
intestinal del conejo que favorece la proliferacién de diferentes patogenos (Baeuerl et al., 2014), si bien no esté
claro si los agentes desencadenantes son factores medioambientales o de manejo como el tipo de alimentacion
(Haligur et al., 2009) o bien agentes de naturaleza infecciosa como virus (Licois et al., 2005; Stenglein et al., 2012).

En el presente trabajo se describe la deteccién de virus RHDV2/b en muestras obtenidas durante un brote de
EM acaecido en una granja industrial en la que no se detectaron signos aparentes de incidencia de RHD.

Material y métodos

Entre diciembre de 2015y enero de 2016 se registré un brote de EM en una de las lineas de cebo de una granja
de 1200 madres situada en la provincia de Zaragoza. En el historial de la explotacion figura el haber sufrido un
brote de RHD por RHDV2/b en la primavera de 2015 que fue controlado mediante vacunacion, manteniendo
desde entonces un programa de inmunizacién vacunal estandar en reproductores y reposicién utilizando vacu-
nas frente a cepas clésicas.

Los primeros casos de EM comenzaron afectando a animales de 42 dias de edad, persistiendo durante los
siguientes 31 dias, momento en que los animales supervivientes fueron enviados a matadero con edades com-
prendidas entre los 64 y los 72 dias. En total se produjeron 1113 bajas (17,5%) cuyo patrén de incidencia se ca-
racterizd por una tendencia creciente durante la primera semana y una estabilizacién de la misma (sin aparente
remision) a lo largo de todo el brote. Durante los primeros diez dias desde la aparicién de los primeros casos se
instauraron medidas para el control del proceso, incluyendo cambio de medicacién via pienso (Valnemulina 30
ppm), restriccién de pienso, y un tratamiento anticoccididsico via agua.

En las necropsias realizadas a lo largo del brote se observaron claras lesiones compatibles con EM en todos los
casos, con recuentos elevados de coccidios en las muestras que se remitieron a laboratorio. En ninglin momento se
detectaron cuadros clinicos o lesionales indicativos de RHD, salvo la presencia de marcada esplenomegalia en algu-
nos ejemplares. Debido a ello, se remitieron muestras de duodeno, timo y bazo de un conejo de 50 dias de edad con
claras lesiones de EM al laboratorio del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Zaragoza (CITA) con
el fin de analizar la posible presencia de calicivirus. La eleccién de este tipo de muestras, y no de higado, se debid
a la mayor probabilidad de detectar virus RHD en estos érganos en ausencia de cuadros agudos de la enfermedad.

Una vez en el CITA las tres muestras se analizaron por separado mediante PCR-duplex a tiempo real (duplex-
gPCR). Esta técnica de diagnéstico, desarrollada y puesta a punto en el CITA dentro del ambito de diferentes
proyectos de investigacién sobre la RHD, es altamente sensible y especifica y capaz de detectar simultdneamen-
te la presencia de virus RHDV2/b o de variantes clasicas RHDV en un mismo ensayo.

La extraccién del ARN virico se realizé utilizando el reactivo TRI Reagent (SIGMA, Life Science) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La sintesis de ADNc mediante la retrotranscripcién del ARN se llevd a cabo
usando el kit SuperScript Il reverse transcriptase (Invitrogen) conforme a las instrucciones del fabricante. Todas
las muestras se analizaron por duplicado.

Posteriormente, y para verificar la capacidad infectante del aislado, a partir de las tres muestras se preparé un
Unico homogeneizado con 0,2 g de cada tejido y 3 ml de PBS estéril. Esta suspension fue centrifugada y el sobre-
nadante obtenido, una vez filtrado (tamafio de poro: 0,22 um), se utilizé para infectar, via intramuscular (0,3ml) a
un conejo de la raza Blanco de Nueva Zelanda de 12 semanas de edad (Granja San Bernardo, Tulebras, Esparia),
no vacunado frente a RHD y procedente de progenitores no vacunados. La ausencia de anticuerpos anti RHD
fue confirmada mediante ELISA indirecto comercial (Ingezim RHDV ref.17.RHD.K1, Laboratorios INGENASA,
Madrid, Espafia). La infeccion experimental se realizé en las instalaciones de bioseguridad del CITA.
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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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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de un estudio clinico realizado en una liebre (Lepus granatensis)
encontrada muerta en Penamacor, Castelo Branco, Portugal, que consistié en la deteccidn e identificacion de
hongos filamentosos en la piel de animales salvajes. Las muestras recogidas se sembraron en medio de cultivo
especifico. La identificacidn fungica se realizd en base de las caracteristicas fenotipicas de las colonias al nivel
macroscopico y microscopico. En esta investigacion, hemos podido aislar el hongo Talaromyces marneffei de la
piel de la liebre. Este resultado fue confirmado posteriormente por Nested-PCR. Hasta donde sabemos, este es
el primer caso documentado de la presencia de T. marneffei en animales salvajes en Europa, reportado aqui en
una liebre.

Palabras clave: Liebre, Nested-PCR, Talaromyces marneffei.

Abstract

This paper presents the results of a clinical study, which was performed in one hare (Lepus granatensis) found
dead in Penamacor, Castelo Branco, Portugal. This study consisted in the detection and identification of fila-
mentous fungi in the fur of wild animals. The collected samples were seeded into specific culture media. Fungal
identification was made based on phenotypic characteristics of the colonies at the macroscopic and microscopic
level. In this investigation, we were able to isolate the fungus Talaromyces marneffei from the fur of one hare.
This result was posteriorly confirmed by Nested-PCR. To our knowledge, this is the first documented case of T.
marneffei in animals in Europe, reported here in a hare.

Keywords: Hare, Nested-PCR, Talaromyces marneffei.

Introducao

O fungo Talaromyces marneffei, anteriormente conhecido como Penicillium marneffei é caracterizado como
sendo dimérfico e patogénico. Este fungo pode provocar peniciliose, uma infecdo oportunista e considerada
endémica do continente asiético (Tailandia, China, Vietnam, Taiwan, Singapura e India), especialmente em pa-
cientes imunodeprimidos com o virus da imunodeficiéncia humana (VIH). A infecdo envolve a pele, pulmdes e
sistema reticuloendotelial (Xiang et al., 2015). Embora existam anualmente centenas de casos de pessoas com
VIH, ndo se verificou a existéncia de casos reportados sobre peniciliose marneffei em humanos na Peninsula
Ibérica e, todos os casos europeus sio de individuos imunodeprimidos que viajaram até & Asia e tiveram af
contacto com o agente.
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O reservatorio natural e os modos de transmissdo e de infecdo de T. marneffei ainda ndo sdo conhecidos.
Até ao momento, os Unicos reservatdrios naturais conhecidos séo os ratos-de-bambu Rhizomys e Cannomys
spp. (Cao et al., 2011) e os humanos (Devi et al., 2009). Existem, no entanto, autores que afirmam que os cies
errantes também poderdo ser um potencial reservatério deste agente patogénico (Chaiwun et al., 2011).
No que diz respeito ao continente Europeu, o isolamento de Talaromyces marneffei nunca foi reportado em
animais. Neste estudo efetuou-se um rastreio fungico a diferentes animais selvagens dos quais apenas fazia
parte uma lebre.

Materiais e métodos

Neste trabalho, uma lebre (Lepus granatensis) fémea e adulta, encontrada morta em Penamacor, Portugal
(Figura 1) foi submetida a um exame post mortem no Servico de Histopatologia do Departamento de Ciéncia
Animal da Escola Superior Agréria do Instituto Politécnico de Castelo Branco. O animal apresentava uma boa
condicéo corporal.
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Figura 1. Local de recolha da amostra.

Apds o exame post mortem, foram colhidas amostras de pelo e pele para cultura micoldgica. As placas foram
incubadas a 28°C durante 3 a 5 dias. Os isolados fungicos foram identificados ao nivel do género de acordo com
as suas caracteristicas microscopicas e macroscopicas. O fungo T. marneffei foi identificado com base na cor das
colénias e identificacdo microscopica, assim como, pela conversio a sua fase leveduriforme.

O DNA deste fungo foi extraido com recurso ao kit Plant/ Fungi DNA Isolation, Norgen Biotek® de acordo
com as instru¢des do fabricante. Uma amostra de dgua destilada foi usada simultaneamente com as amostras
(extracdo do controlo negativo). Para a realizagdo da Nested-PCR foi utilizado o procedimento de Vanitta-
nakom et al. (2002). Na primeira reacdo 3 pL do DNA extraido foram utilizados, juntamente com 10 pL de
Mastermix (Bioron®), 1 uL de primer RRF1 (5'ATCTA AATCCCTTAACGAGGAACAZ') e 1 uL de primer RRH1
(5'CCGTCAATTTCTTTAAGTTTCAGCCTT3', sendo o volume final da mix de 20 uL. As condicdes de PCR fo-
ram: 95 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 30 's; 55 °C durante 30 s, 72 °C durante 2 min,
e, por fim, 72 °C durante 10 min. A partir dos produtos de reacdo da primeira PCR, um microlitro de cada
amostra foi diluido numa razado de 1:1000 e sujeito a uma segunda PCR usando primers especificos, Pm1 (5'AT-
GGGCCTTTCTTTCTGGG3) e Pm2 (5GCGGGTCATCATAGAAACC). A composicao da mix e as condicdes de
PCR foram as mesmas enunciadas anteriormente, com excec¢do da temperatura de annealing que foi de 65
°C. Seguidamente, catorze microlitros dos produtos de rea¢do da segunda PCR foram analisados em géis de
agarose a 1%.

Resultados e discussao

Através da realizagdo da anélise macroscdpica e microscopica foi possivel efetuar a identificacdo do fungo em
questédo como sendo, Talaromyces marneffei (Figura 2). Os resultados obtidos através da técnica de Nested-
PCR também comprovaram a identificagdo positiva para esta amostra, verificando-se a amplificacdo de um frag-
mento na zona dos 400 pb. Através destas duas metodologias foi entdo confirmada a presenca de T. marneffei
no pelo da lebre. A nosso ver, este é o primeiro caso documentado de isolamento de T. marneffei em animais
na Europa, sendo este caso reportado numa érea bastante afastada do seu reservatério geografico de origem.
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Figura 2. Talaromyces marneffei em
cultura.

Neste estudo, foi possivel identificar a presenca de Talaromyces marneffei, um fungo patogénico e endémico
do continente asiatico no pelo de um animal selvagem. Este isolamento tem uma elevada relevancia e podera
ter implicacbes na saude publica, uma vez que, tanto os veterinarios como os cacadores ,técnicos das zonas de
caga e meso as pessoas do mundo rural, tém contato frequente com animais desta espécie. Deveré entdo ser
feito um alerta para o risco de infecdo ao manusear amostras e tecidos infetados e alertar para a importéancia da
utilizacdo de equipamentos de protecéo individual como batas, luvas e méascaras, para reduzir a possibilidade
de contéagio.

E ainda importante referir que, no caso da lebre, existe um risco acrescido devido ao facto de ser um animal
utilizado na alimentagdo humana. Por isso, devem prosseguir estes estudos aumentando a amostragem para

estudar a prevaléncia do fungo e cobrindo outras zonas do Pais.
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