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Agentes patdgenos asociados a patologia digestiva en granjas cunicolas

Pathogens associated to digestive disorders in commercial rabbitries

Solans L, Arnal JL, Sanz C, Benito AA, Mufioz A, Alzuguren O, Fernandez A*
EXOPOL, Pol. Rio Gallego, 50840 San Mateo de Géllego, Zaragoza, Espafia. *afernandez@exopol.es

Abstract: Digestive disorders are the main cause of economic losses in rabbit farms. This article
provides a global and updated overview since 757 recent clinical cases were studied (95 from
suckling rabbits, 117 from preweaning rabbits and 545 from fattening rabbits). Etiological diagnosis
was carried out by bacteriological culture and a set of qPCR tests for detection of EPEC,
Clostridium spiroforme, C. perfringens, rotavirus A, enterotoxigenic Bacteroides fragilis and
Eimeria spp. EPEC is the most prevalent agent in suckling rabbits. C. spiroforme and EPEC are
the more frequently detected pathogens in preweaning rabbits, but enterotoxigenic B. fragilis
appears as a new possible emergent pathogen. In fattening rabbits, diverse co-infections between
C. spiroforme, Eimeria spp., EPEC and rotavirus A are much more frequent than those infections
due to only one of them. Other pathogens detected in very few cases have been Salmonella sp.
and Enterococcus hirae.

Introduccion

Las afecciones digestivas en granjas de conejos afectan principalmente a los animales jovenes,
lactantes y de cebo (Marlier et al., 2003; Boucher y Leplat, 2005). Los principales agentes
etioldgicos bacterianos incluyen Escherichia coli enteropatégeno (EPEC) (Pohl et al., 1993; Licois,
2009), Clostridium spiroforme (Carman y Borriello, 1984) y Salmonella spp. (Agnoletti et al, 1999).
Respecto a agentes parasitarios, los coccidios (Eimeria spp.) son los mas importantes afectando a
los cebos (Licois, 2009). Otros agentes considerados patdégenos bajo determinadas condiciones
son rotavirus A (Cerioli y Lavazza, 2006), Clostridium perfringens (Garcia et al., 2014),
Enterococcus hirae (Vela et al., 2010) y Bacteroides fragilis enterotoxigénico (Malo, 2019). En este
trabajo se muestra la frecuencia de deteccién de un panel de agentes patdgenos, asi como los
niveles de coinfeccion detectados entre ellos, en muestras clinicas procedentes de la peninsula
Ibérica, aportando una visién global y actualizada de la patologia digestiva en granjas cunicolas.

Material y métodos

Se estudiaron un total de 757 casos que se recibieron en Exopol entre enero de 2018 y junio de
2019 procedentes de granjas de Espafia y Portugal afectadas clinicamente por un proceso
digestivo. Se recibieron entre 3 y 5 paquetes intestinales o hisopos cecales en cada caso. Del total
de casos, 95 correspondieron a gazapos lactantes de menos de 15 dias (<15d), 117 a casos de
gazapos en pre-destete (entre 15 y 35 dias de vida) y 545 a gazapos de cebo. En todos ellos se
llevé a cabo el cultivo microbiol6gico y la deteccion por PCR a tiempo real (QPCR) sobre muestra
de EPEC, C. spiroforme, C. perfringens y rotavirus A. En 542 casos del total (59 lactantes, 77 pre-
destete y 406 cebo) se estudié por gPCR la presencia de Eimeria spp. y en 304 casos (35
lactantes, 64 pre-destete y 205 cebo) B. fragilis enterotoxigénico.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos por grupos de edad se muestran en la Figura 1. En la Figura 2 se
representan en diagramas de Venn las coinfecciones encontradas entre los patégenos mas
prevalentes. C. spiroforme es el patdgeno mas frecuente pero generalmente se encuentra en
coinfeccidn con otros agentes. Segun Peeters et al. (1995) solo bajo determinadas circunstancias
sobrecrece y produce toxina dando lugar a enterotoxemia. En el 41% de los casos de pre-destete
se encuentra como agente Unico y en <15d es minoritario. EPEC se detecta en todos los grupos
de edad, siendo en <15d donde mas se presenta como agente Unico, indicativo de colibacilosis
neonatal. Eimeria spp. esta presente en el 70% de los cebos y en el 30% de pre-destete pero casi
siempre en coinfeccion con C. spiroforme, EPEC y/o rotavirus A. Rotavirus A es méas prevalente
en cebo, probablemente por la presencia de anticuerpos maternales hasta los 30-45 dias de vida
(Cerioli y Lavazza, 2006), pero generalmente en coinfeccion con otros agentes. B. fragilis
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enterotoxigénico se ha detectado principalmente en predestetados, en 36% de los casos.
Sorprende la baja tasa de infeccidén por Salmonella spp. (<2%). El hecho de seleccionar casos con
clinica digestiva de forma especifica para el estudio, puede explicar esta baja tasa, ya que quedan
fuera casos de salmonelosis con otra sintomatologia (metritis, bajas subitas por septicemia, etc.).

Como conclusién podemos decir que la colibacilosis por EPEC es la principal patologia producida
por un Unico agente en gazapos lactantes <15d, mientras que cuanto mayor es la edad de los
gazapos, mas compleja es la enfermedad digestiva. En predestetados EPEC permanece como un
patégeno importante pero también son muy frecuentes C. spiroforme y B. fragilis enterotoxigénico,
siendo habituales las coinfecciones entre los 3 agentes. Los gazapos de engorde son los més
afectados por patégenos digestivos, a juzgar por el amplio nimero de muestras recibidas, aunque
no se detecta ningln agente mas prevalente que el resto y siendo lo mas habitual encontrar una
gran variedad de coinfecciones entre C. spiroforme, Eimeria spp, EPEC y Rotavirus A.
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Figura 2. Representacion de las coinfecciones encontradas en los distintos grupos de edad.
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¢ Es obligatoria la vacunacién de conejos como animales de compafiia en
Andalucia?

Is the vaccination of rabbits as companion animals mandatory in Andalusia?

Jaén Téllez JA
Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible. Junta de Andalucia. 41013 Seuvilla,
Espaia. *jantonio.jaen@juntadeandalucia.es

Abstract: The rabbit has increased in recent years as a companion animal. Diseases such as
myxomatoxis and viral hemorrhagic disease are of great importance in wild rabbit populations, in
livestock farms and in companion animals, due to special relevance from the point of view of
animal welfare, health, economics and the environment. A review of all current regulations at
European, Spanish and regional level that may be applicable is carried out. In the Autonomous
Region of Andalusia (Spain), companion animals that do not belong to livestock farms have to
meet the same identification, health and animal welfare requirements as animals of the same
species used as rental animals. Rabbits as pets have to comply with a vaccination program
established and applied by a licensed veterinarian against myxomatosis and viral hemorrhagic
disease.

Introduccion

La variedad de animales de compafia ha aumentado en los Ultimos afos, entre ellos, después de
perros y gatos se encuentra el conejo doméstico por la facilidad de manejo y su sociabilidad
(Chapel et al., 2015).

Entre las enfermedades viricas de mayor importancia en conejos se encuentran las mixomatosis y
la enfermedad hemorragica virica. La vacunacion mas extendida es frente a estas enfermedades,
ademas con una alta efectividad (Fernandez, 2006).

La salud y el bienestar de los animales estan relacionados: una mejora de la salud animal fomenta
la mejora del bienestar animal y viceversa. Las medidas de prevencion y control de enfermedades,
fundamentalmente mediante la vacunacion tiene un efecto significativo sobre el bienestar,
evitando a los animales dolor, inquietud y sufrimiento (DOUE, 2016).

El objetivo de este trabajo es valorar la normativa vigente para determinar si es obligatoria en
Andalucia la vacunacién de conejos como animales de compainiia frente a distintas enfermedades.

Material y métodos

Se ha realizado una revision de la normativa que afecta a la especie cunicola a nivel tanto
europeo, nacional como autonémico, por tanto, se efectla la biusqueda en el Diario Oficial de la
Unién Europea, Boletin Oficial del Estado y en el Boletin Oficial de la Junta de Andalucia.

Resultados y discusion

La normativa vigente de aplicacion en la Comunidad Autonoma de Andalucia para tratamientos
obligatorios de animales de compaifiia, solo los establece para perros, gatos, hurones, psitacidas y
cerdos vietnamitas (BOJA, 2009 y 2010), no reflejandose nada con respecto a otras especies. Al
no haber normativa concreta que regule los tratamientos obligatorios para conejos como animales
de compafiia, se analiza la legislacion sectorial de explotaciones ganaderas de esta especie.

La regulacién sobre ordenacion de explotaciones cunicolas indica que debe existir un programa
de control frente a mixomatosis y enfermedad hemorragica virica, aunque se exceptia a los
animales de compafiia, sin perjuicio de las disposiciones que, en el ambito de sus competencias
establezca la autoridad competente (BOE, 2004), que en el caso de Andalucia es la Consejeria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible. Asi mismo, se establece que la vacunacion
para conejos de mixomatosis y enfermedad hemorrdgica virica se efectuard en funcion de la
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calificacion sanitaria de la explotacién. Las categorias de estas explotaciones segun el nivel
sanitario son las siguientes (BOE, 2004):

“a) Explotaciones sin calificacion: aquellas en las que en el Ultimo afio se hayan presentado
evidencias clinicas de cualquiera de las dos enfermedades o no estén sometidas a un programa
de control vacunal. Aquellas explotaciones que se encuentren dentro de esta calificacion solo
podran trasladar animales con destino al sacrificio.

b) Explotaciones indemnes: aquellas en las que en el Ultimo afio no se hayan presentado
evidencias clinicas de cualquiera de las dos enfermedades y se lleve a cabo el programa de
control vacunal aprobado por la autoridad competente para el mantenimiento de aquellas.

c) Explotaciones oficialmente indemnes: aquellas en las que en el Ultimo afilo no se hayan
presentado evidencias clinicas de cualquiera de las dos enfermedades y no se haya vacunado a
ninguno de sus animales contra estas durante los Udltimos 12 meses. Asimismo, se habran
realizado sobre la poblacién de reproductores pruebas de control para detectar la enfermedad con
una prevalencia del dos por ciento y un nivel de confianza del 98 por ciento.”.

En Andalucia la normativa sobre bienestar y sanidad animal establece que cuando los animales
de compafiia que no formen parte de explotaciones ganaderas deberan cumplir todos aquellos
requisitos de identificacion, sanitarios y de bienestar animal para los animales de su misma
especie usados como animales de renta (BOJA, 2012), con lo que, en esta Comunidad Autbnoma,
no le afecta la excepcién de no aplicar la normativa sectorial de explotaciones cunicolas a los
animales de compafiia de esta especie en el dmbito concreto mencionado de identificacion,
sanidad y bienestar animal.

Analizando lo reflejado en los péarrafos anteriores, se tienen que cumplir los requisitos establecidos
en el apartado b) de la normativa de ordenacién de explotaciones cunicolas, es decir, se debe
llevar un programa de control vacunal frente a estas enfermedades realizado por un veterinario
autorizado de acuerdo a lo regulado en BOJA (2009). Se descarta el apartado a) porque el destino
de los animales de compaiiia no es el sacrificio, al tratarse de animales que no son aptos para el
consumo humano, siendo considerados material de la categoria | de subproductos animales no
destinados a consumo humano (DOUE, 2009) y no tienen limitacion al libre movimiento.
Asimismo, se descarta el apartado c¢) porque seria de aplicacion en el caso de explotaciones de
cria de animales de compafia, es decir, con reproductores. En estas explotaciones con
reproductores se debe establecer un programa de control frente a las enfermedades infecto-
contagiosas descritas (BOE, 2004). En los centros para la venta de conejos (tiendas) se tiene que
establecer un programa definido de higiene y profilaxis de los animales albergados (BOJA, 2012).

En conclusién, en Andalucia, los conejos como animales de compafiia tienen que tener un
programa de control basado en un plan vacunal obligatorio frente a mixomatosis y enfermedad
hemorragica virica, establecido y aplicado por un veterinario autorizado.

Bibliografia: BOE. 2004. Real Decreto1547/2004, de 25 de junio, por el que se establecen normas de ordenacion de
las explotaciones cunicolas. Boletin Oficial del Estado 154: 23472-23479 m BOJA, 2009. Orden de 16 de diciembre de
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Andalucia. Boletin Oficial de la Junta de Andalucia 252: 67-71 = BOJA, 2010. Orden de 19 de abril de 2010, por la que
se establecen los tratamientos obligatorios de los animales de compafiia, los datos para su identificacién en la venta y
los métodos de sacrificio de los mismos en la Comunidad Autonoma de Andalucia. Boletin Oficial de la Junta de
Andalucia 81: 41-55 m BOJA. 2012. Decreto 65/2012, de 13 de marzo, por el que se regulan las condiciones de sanidad
y zootécnicas de los animales. Boletin Oficial de la Junta de Andalucia 60:41-55 m Chapel JM, Benedito JL, Hernandez
J, Pereira V, Dominguez R, Castillo C. 2015. Técnicas de manejo y sujecion del conejo doméstico. Consulta de Difusion
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Reglamento (UE) 2016/429 del Parlamento y del Consejo de 9 de marzo de 2016 relativo a las enfermedades
transmisibles de los animales y por el que se modifican o derogan algunos actos en materia de sanidad animal. Diario
Oficial de la Union Europea 31.03.2016. 208 pp. m Fernandez G. 2006. Enfermedades viricas de los conejos:
mixomatosis y enfermedad virica hemorragica. Boletin de Cunicultura Lagomorpha 148: 6-18.



Caracterizaciéon de la inmunidad maternal de anticuerpos frente a RHDV-2
producida por una vacuna inactivada

Characterization of the maternally derived antibody immunity against RHDV-2 after
administration of an inactivated vaccine

Baratelli M**, Molist-Badiola J!, Puigredon-Fontanet Al, Pascual M?, Boix O, Mora-Igual FX3,
Woodward M?, Lavazza A* Capucci L*

IHIPRA, 17170 Amer, Espafia. 2Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaria (IRTA), 08140 Barcelona,
Espafia. 3Asvet Veterinaris, 08410 Barcelona, Espafia. 4Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia
e dell’Emilia-Romagna (IZSLER), 25124 Brescia, Italia. *massimiliano.baratelli@hipra.com

Abstract: The present study investigates whether the antibody immunity against RHDV-2
produced by vaccination of breeding does with an inactivated vaccine is transmitted to their rabbit
kits and its dynamic once inherited. For this purpose, 80 New Zealand female rabbits of 8-9 weeks
of age were equally allocated into 2 groups and bred during 6 reproductive cycles. The first
experimental group was vaccinated with a commercially available inactivated vaccine against
RHDV-2 whereas the second group was inoculated with PBS. Moreover, the present study was
also meant to identify the mechanisms of transmission of that maternal immunity. For this reason,
rabbit kits of vaccinated and non-vaccinated breeding does were cross-fostered before milk
uptake. The RHDV-2 antibody response was monitored in the blood serum of breeding does and of
their kits by competition ELISA (cELISA). Since it has been clearly demonstrated that cELISA
positive rabbits are protected from RHD, we avoided the resorting of the challenge of the kits with
RHDV-2. Results showed that RHDV-2 antibodies were inherited by kits mainly during gestation
and up to the sixth reproduction cycle. Once inherited, these lasted in kits blood at least until 28 days of life.

Introduccion

La aparicion de un nuevo virus relacionado con el RHDV (RHDV-2) en 2010 cambi6 parcialmente
la epidemiologia de esta enfermedad. La falta de una inmunidad protectora previa permitié que la
enfermedad se extendiera por Europa provocando una alta mortalidad en las poblaciones de
conejos domésticos y silvestres. Se desarrollaron vacunas homologas inactivadas y se utilizaron
con éxito para controlar la enfermedad. Casi diez afios después, se desconocen los mecanismos
mediante los cuales las vacunas administradas en las reproductoras pueden ayudar a proteger la
poblacion de gazapos (Le Gall et al.,, 2011). La respuesta humoral, ya sea activa o pasiva, es
esencial en la proteccion contra RHD (OIE et al.,, 2012). Los conejos tienen una placentacion
hemocorial y por ello se sabe que los anticuerpos maternos se transmiten de la madre a la
descendencia a través de la placenta; por el contrario, no se sabe demasiado sobre la transmision
a través de la lactancia (DeSesso et al., 2012). El objetivo de este estudio fue determinar si una
vacuna inactivada puede producir una inmunidad pasiva en gazapos mediante la inmunizacion
activa de las madres, cuanto dura esta inmunidad en los gazapos y describir los mecanismos de transmision.

Material y métodos

Se adquirieron conejas de raza New Zealand White de 8-9 semanas de vida (sdv) y se
distribuyeron en dos grupos de 40 animales cada uno. A las 9-10 sdv, el grupo A se inmuniz6 con
una vacuna inactivada frente al RHDV-2 (ERAVAC®, Laboratorios HIPRA S.A) mediante
administracion subcuténea y siguiendo las instrucciones del fabricante; mientras que el grupo B se
inoculé con PBS estéril. Se comprobé el estado de inmunizacion de todas las conejas 25 dias
después de la vacunacién (dpv). El programa de reproduccion comenzé a los 17-18 sdv y continué
hasta 6 ciclos de reproduccién (intervalo entre partos: 49-56 dias). Se evalu6 la respuesta de
anticuerpos activa y pasiva frente a RHDV-2 en la sangre de 10 madres y de uno de los gazapos
de cada una de las madres a los 2 dias después del parto y a lo largo de los 6 ciclos
reproductivos. Por otro lado, se evalu6é la duracion de la inmunidad pasiva presente en los
gazapos hasta los 58 dias de vida (ddv). Para este propdsito se seleccionaron al azar 40 gazapos
por grupo (grupos A y B), se destetaron a 30-35 ddv y se evaluaron hasta los 60 ddv. Se
recogieron periédicamente muestras de sangre de 15 gazapos por grupo. Finalmente, se
adoptaron los gazapos nacidos del grupo A y B de manera cruzada para determinar los
mecanismos de transmision de los anticuerpos maternales. Los gazapos nacidos de 6 madres del
grupo A fueron adoptados, justo después de su nacimiento, por las madres del grupo B y
viceversa (grupo AB y BA); el procedimiento se realizdé antes del inicio de la ingesta de leche
materna. La adopcion cruzada se realizdé también entre gazapos nacidos de conejas del mismo
grupo para evaluar la presencia de posibles sesgos asociados al procedimiento; para ello se
realizé el mismo procedimiento entre 4 madres del grupo A (grupo AA) y 4 madres del grupo B
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(grupo BB). Se evaluaron los anticuerpos maternales frente a RHDV-2 en sangre entre 4-12
gazapos por grupo periédicamente hasta los 29 ddv. Los anticuerpos frente a RHDV-2 fueron
cuantificados mediante ELISA de competicién (CELISA) por el laboratorio de referencia de la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE).

Resultados y discusion

La vacunacion produjo una respuesta de anticuerpos frente a RHDV-2 que duré hasta el final del
estudio, es decir, 351 dias post-vacunaciéon (datos no mostrados); de la misma manera, los
gazapos nacidos de estas conejas mostraron anticuerpos frente a RHDV-2 (Fig. 1A). Estos
resultados sugirieron que la vacuna produjo una respuesta de anticuerpos frente a RHDV-2 en las
madres y esta se transmitid a sus gazapos. Ademas, los anticuerpos maternales se detectaron en
gazapos nacidos hasta el sexto ciclo reproductivo (Fig. 1A). Por lo tanto, las madres vacunadas
con una Unica dosis fueron capaces de transferir los MDA a los gazapos hasta un afio después de
su administracion, y sin necesidad de revacunar. En los gazapos, la inmunidad pasiva frente a
RHDV-2 producida por la vacuna duré al menos 28 ddv, pero no llegé a 58 ddv (Fig. 1B). Los
primeros gazapos sin anticuerpos maternales frente a RHDV-2 se observaron a los 40 ddv
(33,33%). A los 58 ddv todos los gazapos fueron seronegativos.
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Figura 1. Anticuerpos maternales frente a RHDV-2 en A) gazapos de 2 dias de vida a lo largo de los
ciclos reproductivos de las madres y B) a lo largo del crecimiento de los gazapos. Diferencias
significativas (*) (Mann-Whitney U, p<0.05).

La adopcion cruzada (Fig. 2) mostré6 que la gestacion es el periodo donde existe una mayor
transferencia de anticuerpos maternales, probablemente por mecanismos transplacentarios. Los
gazapos nacidos de madres vacunadas pero amamantados por madres no vacunadas (Grupo AB)
no tuvieron alteraciones significativas de los niveles de anticuerpos maternales frente a RHDV-2.
Al contrario, los otros gazapos (Grupo BA) no tuvieron niveles significativos de anticuerpos
maternales frente a RHDV-2. Por lo tanto, los resultados sugieren que la lactancia tiene poca o

ninguna contribucién detectable en la transferencia de anticuerpos maternales frente a RHDV-2.
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Figura 2. Anticuerpos maternales frente a RHDV-2 en gazapos de adopcion cruzada. Diferencias
significativas (a-b) (Mann-Whitney U, p<0.05).

En conclusién, ERAVAC® demostré que con una sola dosis administrada en la coneja, puede
producir una inmunidad maternal frente a RHDV-2 en gazapos, como minimo durante todo el
estudio (351 dias post-vacunacion). Dichos anticuerpos maternales tienen una duracién de
minimo hasta los 28 dias de vida del gazapo. Ademas, esta inmunidad se transmite
mayoritariamente por via transplacental.
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Abstract: Vaccination against Rabbit haemorrhagic disease (RHD) is the principal measure
available for protection against this lethal virus, although limited scientific information is available.
The aim of this study was to assess the clinical course, viral load and survival rate of animals
vaccinated with ERAVAC® after experimental RHDV2 infection at 6 months post-vaccination (mpv).
To this end, 38 rabbits were randomly distributed between two groups; one was vaccinated with
ERAVAC® and the second one received PBS (control). Control and vaccinated rabbits were
challenged with a heterologous virulent RHDV?2 strain at 6 mpv and clinically monitored for 7 days.
Animals were necropsied and organs and faeces were sampled for detection of the viral load. The
results showed that vaccination with ERAVAC® provides full protection against mortality after
experimental challenge and prevents the spread of RHDV in faeces, as well as the persistence of
the virus in major target organs, in RHDV2 infected adult rabbits at 6 mpv. This study contributed
to describing the effect of the vaccine on RHDV2 transmission, being the main alternative for
RHDV?2 control on farms.

Introduccion

La enfermedad hemorragica del conejo (EHC) es uno de los principales problemas econémicos de
la cunicultura, especialmente tras la apariciéon de la cepa variante tipo 2 (EHC-2 o Gl.2) en 2010.
La principal via de transmision de la enfermedad es la via fecal (Dalton et al., 2018), mientras que
la vacunacion es la principal herramienta de prevencion y control de misma (Le Minor et al., 2019).
Sin embargo, se desconoce el efecto de la vacunacién en la replicacién y propagacion de EHC-2 a
largo plazo. Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de una vacuna inactivada
en la prevencion de la enfermedad, en la excrecion viral y replicacién del virus en el organismo de
conejos adultos infectados experimentalmente a los 6 meses de la vacunacién (mpv).

Material y métodos

Treinta y ocho conejos SPF de 35 dias de vida, seronegativos a EHC-2, fueron aleatorizados en el
grupo vacunados (GV; n = 19) y el grupo control (GC; n = 19). El GV se inmunizé con la vacuna
ERAVACP® (Laboratorios HIPRA S.A.), siguiendo las recomendaciones del fabricante, mientras que
GC se inmuniz6 con PBS estéril. La eficacia de la vacuna a largo plazo se evalu6 mediante la
realizacion de un desafio heterélogo (cepa virulenta aislada de un brote clinico en Espafia) a los 6
mpv. Tras el desafio, los signos clinicos y la mortalidad fueron registrados diariamente durante 7
dias post-infeccion (dpi). La excrecion viral se evalué en las heces de 10 conejos por grupo,
mientras que la replicacion del virus en los 6rganos diana (higado y bazo) tras la necropsia de los
animales por muerte natural o sacrificio a los 7 dpi. La cuantificacion de la carga viral del virus de
la EHC-2 en las diferentes muestras se realizaron mediante RT-qPCR (Duarte et al., 2015).

Resultados y discusion

Todos los conejos vacunados sobrevivieron a la infeccidén sin mostrar ningun sintoma clinico de la
enfermedad, a excepcién de 1 animal. Por el contrario, los resultados obtenidos en el GC tras la
infeccion con una cepa heterdloga virulenta fueron sintomas clinicos en un 42,10% de los conejos
y una mortalidad acumulada del 47,4%. Estos resultados demuestran la severidad de la infeccion
del inoculo utilizado (Le Gall-Reculé et al., 2013) y permiten extrapolar los resultados de
proteccion de la vacuna frente a otros virus de campo.

La evaluacion de la replicacion virica en los érganos diana permitié observar que el porcentaje de
conejos con presencia de ARN del virus de la EHC-2 en el GV fue significativamente inferior que
en el GC para ambos tipos de muestras (test de Fisher, p <0,05). Concretamente, en los animales
vacunados no se detect6 ARN del virus de la EHC-2 en las muestras de higado y bazo, a
excepcidon de 1y 2 animales, respectivamente. Por el contrario, el 95% y 100% de los conejos del
GC presentaron carga viral de EHC-2 en muestras de higado y bazo, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de conejos con presencia de ARN del virus de la EHC-2 en el grupo vacunado
higado y bazo tras la infeccién heteréloga de EHC-2 a 6 mpv.

Respecto a la carga viral detectada, se observé hasta 261 y 246 veces mas carga viral en
muestras de higado y bazo de conejos muertos, respectivamente, que en los supervivientes (test
de Student, p <0,001) (Tabla 1). Estos hallazgos estan en linea con los resultados obtenidos por
autores anteriores (Le Minor et al., 2019; Dalton et al., 2018).

Tabla 1. Media geométrica de la carga viral en higado y bazo tras lainfeccion heter6loga de EHC-2 a
6 mpv en los animales con presencia de ARN. La carga viral se calculé6 como copias de ARN viral/mg
de tejido y es expresado como Log?*°

Carga viral (copias de ARN viral/mg de tejido)

Higado Bazo
Grupo V (19 conejos supervivientes) 3,96 3,54+ 0,52
Grupo C (10 conejos supervivientes) 4,13+0,402 3,98 £ 0,282
Grupo C (9 conejos muertos) 10,76 £ 0,30 P 9,78 + 0,33°

ab: Diferentes letras en la misma columna significan diferencias significativas entre los datos.

Del mismo modo, el porcentaje de conejos en los que se detect6 el virus de la EHC-2 en las heces
fue diferente entre ambos grupos. En los conejos no vacunados, el virus se detecté en 60% de los
conejos a 2 dpi, 50% de los conejos a 4 dpi y en 44% de los conejos a 7 dpi, mientras que en los
conejos vacunados no se detecté el virus en ninguno de los tiempos de estudio. Si analizamos la
excrecidn del virus en las heces, los niveles mas altos de ARN viral fueron detectados a los 4 dpi,
aungue no mostraron diferencias significativas con la excrecién ni a 2 ni a 7 dpi (test de Student,
p> 0,05). Los hallazgos en los hisopos rectales del GC son similares a los descritos por Dalton et
al. (2018). Ademas, este estudio aporta nueva informacion sobre la ausencia de diseminacién de
ARN viral en las heces de conejos vacunados, mostrando que la vacunacion previene la
propagacion del virus de la EHC-2 en granjas, principal via de transmision de la enfermedad.

En conclusion, este estudio ha demostrado que la vacunaciéon con ERAVAC® proporcioné una
proteccion completa contra la mortalidad tras la infeccion experimental y evit6 la propagacion del
virus de la EHC-2 en las heces, asi como su persistencia en los principales érganos diana de los
animales vacunados a 6 mpv. Este estudio contribuyd a describir el efecto de la vacuna en la
transmision de EHC-2, siendo la principal alternativa para su control en granjas.
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Abstract: The increase of bacteria resistant to antibiotics is a problem, and specifically in
Staphylococcus aureus one of the most important resistances is to methicillin. This resistance is
produced by the acquisition of the mobile genetic element SCCmec (staphylococcal chromosomal
cassette containing the mec gene). In this study, a selection of isolated strains of rabbits was
carried out in order to sequence them and to know in depth the SCCmec element. Five different
types of mec cassette (lll, IVc, Vc, Xl, new type) specific to each ST genotype were obtained. The
types of cassettes V¢, Vc and Xl found were similar to those described above. However, we found
a new type of cassette in a strain type ST2855, and another type of cassette composed of this new
SCCmec and part of the SCCmec type Il element. In addition, within this element other resistance
genes such as blaZ and genes for resistance to bleomycin and cadmium were found.

Introduccion

Staphylococcus aureus es una bacteria que afecta a numerosas especies animales entre las que
destaca el conejo. En los conejos comerciales S. aureus es una de las principales causas de
eliminacion de las granjas (Rosell y de la Fuente, 2009). Uno de los problemas mas importantes a
la hora de combatir este patdégeno es la gran capacidad que tiene para adquirir multiples
resistencias a los agentes antimicrobianos (Foster, 2017); una de las mas importantes es la
resistencia a la meticilina. Recientemente se han descrito cepas resistentes a meticilina en granjas
de conejos (Moreno et al., 2018). Esta resistencia esta mediada por la adquisicion del elemento
genético mévil SCCmec (Ito et al., 1999), el cual, constituye un grupo heterogéneo de elementos
genéticos moviles caracterizados por la presencia del complejo mec, el complejo ccr, y la
presencia de repeticiones directas e invertidas en los extremos del SCCmec. Los elementos
SCCmec se clasifican segun la combinacién de los complejos mec y ccr (IWG-SCC, 2009).
Debido a que el elemento SCCmec juega un papel central en las caracteristicas de resistencia
antimicrobiana, epidemiologia molecular y evolucion de Staphylococus aureus resistentes a
meticilina (MRSA), el analisis de las secuencias de SCCmec pueden contribuir a conocer el origen
y difusion de estas resistencias y mejorar enfoques preventivos y terapéuticos. Por todos estos
motivos el objetivo de este trabajo fue el estudio y descripcibn de SCCmec en aislados de S.
aureus procedentes de conejos.

Material y métodos

En este trabajo se secuenciaron 20 cepas de S. aureus procedentes de conejos. Esta seleccion se
realiz6 en base al genotipo y a la presencia del gen mec, confirmado por PCR. La secuenciacion
se llevdo a cabo en Edinburg Genomics (Edimburgo, Reino Unido) y posteriormente fueron
anotadas y comparadas con otros genomas disponibles mediante RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technology, Version 2.0, http://rast.nmpdr.org) (Glass et al., 2010). La comparativa de
elementos genéticos méviles se completdé mediante los programas BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, versiéon 2.0) del servidor NCBI (http://www.nchi.nlm.nih.gov/) (Altschul et al., 1997) y
el programa SnapGene (GSL Biotech LLC, versién 3.2.1, www.snapgene.com), en base al listado
y clasificacion llevada a cabo por el Grupo de trabajo internacional sobre elementos cromosémicos
en casetes estafilocdcicos (http://www.SCCmec.orqg).

Resultados y discusion

Mediante el estudio de las secuencias completas del elemento SCCmec en cada una de las cepas
seleccionadas, se encontraron 5 tipos diferentes de este elemento genético movil: tipo I, IVc, V,
Xl'y un tipo no descrito hasta la fecha (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de SCCmec en las cepas analizadas.

MLST CC N°muestras mecA/mecC Tipo SCCmec Longitud (kb) Genes de resistencia

146 5 2 mecA Ve 28,66 Bleomicina
398 398 5 mecA Vc 34,11 -
1945 130 2 mecC Xl 32,56 blaz
2855 96 1 mecC Nuevo 21,89 blaz
2855 96 5 mecA y mecC* [Il'y Nuevo 43,72 blaz y Cd
4774 130 2 mecC Xl 32,56 blaz
4998 96 1 mecA y mecC* lIl'y Nuevo 43,72 blaz y Cd
5001 96 2 mecA y mecC* lIl'y Nuevo 43,72 blaz y Cd

CC: complejo clonal; Cd: Cadmio; blaZ: gen que confiere resistencia a betalactamicos.

Los genotipos ST2855, ST4998 y ST5001, todos ellos del complejo clonal CC96, presentaron un
fragmento que se corresponde con la secuencia de SCCmec tipo Il descrita en la bibliografia, con
mecA, pero ademas presentaron un segundo segmento de SCCmec no descrito hasta la fecha,
qgue contiene mecC, lo que hace que estas cepas contengan simultaneamente el gen mecA y
mecC dentro de el mismo SCCmec. Por lo tanto, este tipo de casete encontrado parece ser la
combinacion de dos casetes diferentes por insercion del SCCmec tipo Ill incompleto en otro
SCCmec desconocido que contiene el gen mecC. Esta hipétesis se justifica también porque otro
aislado ST2855 analizado presentdé como Unico elemento SCCmec ese segundo segmento no
descrito hasta la fecha. El elemento SCCmec tipo IVc se identificd en el genotipo ST146 vy el
elemento SCCmec tipo V se identificé en el genotipo ST398, ambos portando mecA. Por ultimo,
se encontraron SCCmec tipo XI con el gen mecC en todas las muestras tipo ST1945 y ST4774
(CC130). El SCCmec de las cepas ST4774 aisladas de conejos en granjas resulté ser igual en un
99,9% al de las cepas ST1945 aisladas de conejos silvestres. Esto hace pensar que dicho
elemento genético movil tiene un origen comun. Ademas, se detectd el gen de resistencia blaZ
dentro del SCCmec en las cepas que presentaron este tipo de casete. Esto se habia descrito
anteriormente para las cepas pertenecientes al complejo clonal CC130 (Shore et al., 2011), pero
no para cepas ST 1945 pertenecientes al complejo clonal CC96 como se ha hallado en este
estudio. El gen blaZ codifica una betalactamasa y generalmente se encuentra como parte del
operdn bla, que esta muy extendido entre bacterias Gram-positivas. La presencia de este gen en
una secuencia SCCmec podria indicar un complejo de genes mec ancestral en MRSA, como se
ha descrito previamente (Baba et al., 2009).
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