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Resumen

El objetivo de este estudio experimental era el de determinar el efecto del virus de Mixomatosis (MV) en el tracto
reproductor de la coneja. Para ello, 4 conejas nuliparas y 5 conejas multiparas libres de anticuerpos de MV se
inocularon con virus de MV cepa Lausanne por via intravaginal. Una coneja nulipara se inoculd por via
intradérmica como control positivo de la infeccidn virica. Dos conejas mas, una nulipara y otra multipara, se
inocularon con via intravginal con PBS y se utilizaron como controles negativos. Cada coneja estaba situada en
una jaula independiente dentro de un animalario de bioseguridad de nivel 3, con agua y pienso ad libitum. Cada
animal era inspeccionado clinicamente a diario para detectar posibles sintomas clinicos. A los 7 y 15 dias post-
inoculacion (p.i) se sacrificaron las conejas para evidenciar lesiones macro y microscopicas en el tracto
reproductor, asi como detectar el agente virico en tejidos mediante una técnica inmunohistoquimica y también
mediante la técnica de PCR. La coneja control se sacrificé al observar claros signos de mixomatosis, a los 9 dias
p.i.. No se observaron lesiones histolégicas ni presencia de antigeno virico en el tracto reproductor de ninguna de
las conejas. La técnica de PCR unicamente fue positiva en el uUtero de una coneja multipara, el resto fueron
negativas.
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Abstract

The aim of this experimental study was to determine the effect of the Myxomatosis virus (MV) in the reproductive
tract of the female rabbit. To carry on the study 4 first gestation does and 5 pluriparous does, free of MV
antibodies, were infected with MV Lausanne strain by intravaginal route. One first gestation doe was inoculated
by intradermic route as a virus control. Two does ,one first gestation and one pluriparous, were inoculated by
intravaginal route with PBS , as negative controls .All the does were allocated in separated cages into a P3 bio
security level with ad libitum access to water and commercial rabbit feed. Each doe was inspected daily to detect
clinical signs of MV. At 7 and 15 days post-infection (p.i) the does were humanely sacrificed in order to detect
macroscopic and microscopic lesions of MV in the reproductive tract and MV antigen by immunohistochemical
technique and PCR. The virus control doe was sacrificed at 9 days p.i with clear signs of MV. We were neither
able to detect MV lesions by histology nor MV antigen by immunohistochemical technique in the reproductive tract
of the inoculated does. Only one pluriparous doe was positive to PCR.
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Introduccion

El virus de Mixomatosis (MV) es un poxvirus que causa una enfermedad aguda, sistémica y fatal en el
conejo europeo (Oryctolagus cuniculus). En los estudios de patogenia se ha demostrado que después
de una inoculacién experimental intradérmica, el virus se replica en la piel, en el punto de inoculacion
y seguidamente en el ganglio linfoide que drena la zona dérmica afectada. A través de los linfocitos
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infectados se difunde a otras zonas y tejidos mas distantes, como el bazo, pulmén, y en conejos
machos los testiculos, donde se replica facilimente (Best y Kerr, 2000). De hecho se ha descrito que el
virus de MV se replica hasta titulos altos en testiculos y puede causar una orquitis intersticial y
epididimitis (Foutain et al., 1997). El papel del MV como contaminante del semen ha sido ya descrito
(Pages y Torrens, 2005), pero el papel que este virus como contaminante del semen puede causar en
las hembras que se inseminan mediante inseminacion artificial (IA), o con monta natural se
desconoce. La aparicion de procesos de MV en bandas de conejas tras haber sido inseminadas, ha
creado la necesidad de conocer mejor como este virus puede evolucionar una vez situado en el tracto
reproductor de la coneja.

Material y métodos

El estudio se realizé en el animalario de nivel de bioseguridad 3 del CReSA (Universitat Autbnoma de
Barcelona, Bellaterra, Barcelona). Las conejas utilizadas fueron 6 conejas nuliparas de 5 meses y 6
conejas multiparas de 3, 2, 2, 4,4 y 7 partos, a los 12, 6, 9, 9, 10, 10 dias postparto respectivamente.
Estas conejas procedian de una granja libre de MV y ninguna tenia anticuerpos frente a esta
enfermedad. El virus utilizado para la inoculaciéon experimental fue la cepa Lausanne. Se utilizé una
dosis de 10° TID/coneja en el caso de las inoculadas por via intravaginal con una sonda de
inseminacién artificial y una dosis de 10° TID/coneja en el caso de la coneja inoculada via
intradérmica.

Se realizé una inspeccion clinica diaria de cada uno de los animales, para evidenciar signos clinicos
de MV que suelen aparecer a los 7-10 dias post inoculacién (p.i). La coneja control de virus,
inoculada intradermicamente, se sacrific6 cuando mostré signos clinicos, a los 9 dias p.i.. Dos
conejas del grupo de las nuliparas y dos de las multiparas inoculadas intravaginalmente se
sacrificaron el dia 7 p,i y el resto de animales inoculados y contactos a los 15 dias p.i . Se llevo a
cabo una necropsia ordenada, sistematica y completa donde se evaluaron las posibles lesiones
macroscopicas y se obtuvieron muestras del tracto reproductor (ovarios, cuernos uterinos, uUtero y
vagina) asi como de piel, bazo, higado, rindn y pulmén para el estudio histolégico y la determinacion
de antigeno de MV mediante inmunohistoquimica.

Por un lado, los tejidos obtenidos en la necropsia se fijaron en formol y se procesaron segun métodos
histologicos rutinarios. Se tifieron con una tincion de hematoxilina-eosina y se examinaron al
microscopio Optico. Ademas, se realizé una técnica de inmunohistoquimica con el método de avidita-
biotina-peroxidasa, utilizando como anticuerpo primario un suero hiperimmune para detectar resencia
de antigeno virico en los tejidos. También se realiz6 una técnica de PCR (Polimerasa Chain Reaction)
para detectar genoma virico, que en concreto, amplifica el gen MA51 del MV.

Resultados

Los resultados obtenidos tal como se demuestra en el Tabla 1, nos indican que la coneja inoculada
por via intradérmica presento signos clinicos de MV a los 9 dias p.i y fue positiva a virus de MV en la
piel (parpado y nariz), mientras que las conejas inoculadas intravaginalmente no presentaron en
ningun momento a lo largo de todo el experimento signos de MV ni lesiones en el tracto reproductor ni
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en la piel, independientemente del dia de sacrificio. Ninguna coneja control presentd tampoco signos,
lesiones ni presencia de antigeno virico de MV a los 15 dias p.i.

En cuanto a la técnica de PCR del tracto reproductor, solamente una coneja multipara fue positiva a
MV a los 7 dias p.i. Esta coneja era la que menos tiempo tenia entre el parto y el enfrentamiento
virico, 6 dias.

Tablal. Estudio histolégico de las conejas, dia del sacrificio, lesiones macro y micro tras el challenge, IHQ y PCR

' . Ne parto /Dias . y Sacrificio Lesiones Macro PCR
Tipo coneja Via inoculacion - . IHQ P
post-parto d.p.i. y Micro Gtero
Nulipara - Intradérmica 9 piel, nariz y vulva + -
Nulipara - Intravaginal 7 No - -
Nulipara - Intravaginal 15 No - -
Nulipara - Intravaginal 7 No - -
Nulipara - Control 15 No - -
Nulipara - Intravaginal 15 No - -
Multipara 3/12 Intravaginal 15 No -
Multipara 2/6 Intravaginal 7 No - +
Multipara 2/9 Intravaginal 15 No - -
Multipara 4/9 Intravaginal 7 No - -
Multipara 4/10 Control 15 No - -
Multipara 7/10 Intravaginal 15 No - -

IHQ: Inmunohistoquimica
d.p.i.: Dias post-inoculacion

Discusion

Algunos autores indican que el virus de MV produce lesiones en la mucosa uterina y que el
endometrio tiene gran sensibilidad a este virus (Joubert et al., 1973). Los datos obtenidos en el
presente estudio y las determinaciones realizadas anteriores al presente trabajo no han permitido
determinar la presencia de lesiones de MV en el tracto reproductor de las conejas, a diferencia de lo
que ocurre en el macho (Pagés y Torrens 2005). Es curioso observar que la técnica de PCR de la
coneja que al inocularse con MV tenia menos dias posparto ha sido positiva y sin embargo no ha
mostrado presencia de lesiones ni de antigeno de MV por inmunocitoquimica. Creemos que este
detalle es muy interesante de poder profundizar en el futuro porque explicaria algunos procesos que
ocurren con este virus durante las IA. Seria légico pensar que si el virus de MV no tuviera capacidad
de replicarse en la mucosa del tracto reproductor femenino, si que podria penetrar por esta via hasta
el sistema sanguineo, siempre que la mucosa uterina estuviera en proceso de reparacién posparto.
Por esta via seria capaz de producir una viremia y posiblemente una generalizacion de la MV.
Naturalmente, independientemente de la capacidad de replicarse en el tracto reproductor femenino,
seria imprescindible que el virus se situara alli y obviamente solamente la IA o la monta natural con
semen de un macho portador de MV comportarian esta posibilidad.

Como conclusién, todas las medidas de bioseguridad, control de las dosis seminales, de los machos
en monta natural y del propio proceso reproductivo evitando peleas, rasgufios en la vagina de la
hembra por malas practicas o prisas a la hora de la |IA, serian recomendables para neutralizar la
posibilidad de que el virus de MV contacte con la mucosa uterina lesionada fisioldgicamente o
mecanicamente y generalizar la MV. Creemos que este proceso, podria explicar algunos casos de
MV ocurridos esporadicamente en granjas de conejos durante el periodo reproductivo.
Desconocemos por ahora si la inoculacion de virus de MV por esta via intravaginal es tan eficaz como
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por la via intradérmica y si la temperatura uterina obviamente superior a la intradérmica puede hacer
que los contagios por esta via sean mas dificultosos pero posibles.
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