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ANTECEDENTES DEL CASO

Las muestras corresponden a bajas de un brote de enfermedad detectado el dia 25 de mayo
de 2007 en el criadero de conejos en semilibertad propiedad de la Sociedad de Caza y Pesca
situado en el Tecor de Portas.

Se sospecha que podria tratarse de Enfermedad Virica Hemorragica del conejo (RHDV).

DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

Dos cadaveres enteros de conejo silvestre de unos tres meses de edad, procedentes del
criadero, remitidas por transporte urgente en refrigeracién en un recipiente isotermo el dia de
su recogida en el propio Tecor, 29 de mayo de 2007.

Posteriormente se recibieron desde los Laboratorios Syva de Ledn otras cuatro muestras
congeladas consistentes en homogenizados de higado de animales procedentes del mismo
criadero. También se recibieron dos muestras controles adicionales, un control SYVA (BS89)
de aspecto mas limpio y diluido que las anteriores y un control de higado de animal infectado
con la cepa AST-89.

ANALISIS SOLICITADO

Confirmacion del diagndstico presuntivo de RHDV.

PROCESADO DE LAS MUESTRAS :

Con los animales recibidos enteros, se realizd la necroscopia que mostré6 en ambos casos
signos compatibles con enfermedad virica hemorragica. Se tomaron muestras de higado, bazo
y pulmon que se guardan congeladas a -80° para posteriores analisis.

Para las pruebas siguientes se parte de 1 g de higado de cada animal que se homogeniza en
PBS y se somete a dos procesos de centrifugacion y ultra centrifugaciéon con objeto de
concentrar el virus y eliminar impurezas que puedan afectar a la PCR.

Las muestras de extracto de higado recibidas de Laboratorios Syva se utilizaron directamente
en los andlisis siguientes.

ANALISIS REALIZADOS:

1.-DETECCION DE GENOMA DEL RHDV:

Analisis mediante PCR anidada dirigida a la region que codifica el dominio E de la VP30 del
RHDV. Se utilizan directamente (sin extraccion previa del RNA) las muestras semipurificadas
de higado enviadas desde Galicia (Oviedo 1 y 2), los homogenizados enviados desde Leén
(H1-H2-H3-H4) y los controles positivos SYVA, (BS89) y Oviedo (AST-89).

Se detecta la banda de amplificacién esperada (529 pares de bases) en las muestras Oviedo 1
y 2 asi como en los dos controles positivos BS89 y AST-89.
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Comentario de los resultados:

La amplificacion positiva en las muestas Oviedo 1 y 2, confirma la presencia del virus RHDV
en los animales recibidos enteros desde Galicia . La ausencia de amplificacién en las
muestras de extracto de higado recibidas desde Ledn, se debe a inhibicion de la PCR dado
que un andlisis similar de las muestras de Oviedo sin semipurificar, tampoco conduce a la
amplificacion positiva.

2.-DETECCION DE ANTIGENO (VP60) POR WESTERN:

Se realiza una electroforesis de las seis muestras anteriores: las dos semipurificadas en Oviedo
y los extractos de higado recibidos de Leon, junto con los controles positivos utilizando geles de
poliacrilamida en presencia de SDS. Posteriormente se lleva a cabo un analisis Western de las
proteinas separadas y transferidas a un filtro, utilizando anticuerpos especificos de la VP60 del
RHDV. Se detecta el antigeno especifico de 60kDa en todas las muestras recibidas (salvo en la
H3) asi como en los controles.

Comentario de los resultados:

Las muestras control AST-89 y BS89 muestran una banda de aproximadamente 60kDa que
en el caso de la cepa BS89 es mucho mas tenue dado la mayor dilucién de la muestra. La
presencia de este antigeno es un signo positivo especifico  de la presencia del RHDV. Las
muestras semipurificadas Oviedo 1 y 2 también dan lugar a bandas intensas de este antigeno
observandose en la Oviedo 1 una banda adicional de 35kDa , posiblemente consecuencia de
la degradacion de la VP60.

Los extractos H1, 2 y 4 también dan una banda positiva de 60kDa mientras que la H3 so6lo
muestra la banda de 35kDa indicando posiblemente un estado muy deteriorado de esta
muestra.

CONCLUSIONES

Segln los resultados obtenidos, se CONFIRMA EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD
VIRICA HEMORRAGICA DEL CONEJO en las muestras recibidas del criadero de conejos de
Portas.
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