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Resumen

El conejo silvestre (Oryctolagus cuniculus) es una especie clave de los ecosistemas
mediterraneos ibéricos y una de las principales especies de caza menor. Para conservar la
biodiversidad y potenciar la actividad cinegética, durante las Gltimas décadas se han venido
realizado actuaciones dirigidas a recuperar sus poblaciones, con la consiguiente inversion
econdmica. Sin embargo, el éxito de estas actuaciones a medio y largo plazo esta
frecuentemente modulado, de forma negativa, por el impacto de la enfermedad virico-
hemorragica del conejo (RHD) que, en su forma clasica, suele cursar con elevadas
mortalidades en aquellas poblaciones con reducida inmunidad natural. EI objetivo principal de
este trabajo fue desarrollar un protocolo (kit) de hiperinmunizacién poblacional frente a RHD
clasica con el fin de poder crear poblaciones de alta densidad y con elevada inmunidad natural
a la enfermedad, no procedente de vacunacion. Para ello se promovio la circulacion del virus
campo en poblaciones experimentales durante la época de reproduccion de la especie con el
fin de incrementar la incidencia de la infeccion entre los animales mas jovenes (8-12 semanas
de vida) en los cuales la letalidad es considerablemente menor que en animales mayores. Las
poblaciones hiperinmunizadas mostraron, en general, mayor prevalencia de anticuerpos frente
al virus RHD, mayor densidad poblacional y mayor productividad.
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1. Introduccion

Son varias las razones por las que el conejo de monte (Oryctolagus cuniculus) tiene
importancia en la conservacién de los ecosistemas mediterraneos; bien por ser la base
alimentaria de méas de 30 especies depredadoras de la peninsula ibérica, entre ellas el aguila
imperial (Aquila adalberti) o el lince ibérico (Lynx pardinus) como especies amenazadas de
peligro de extincion; o bien por ser una de las principales especies de caza menor en nuestro
pais (Delibes-Mateos et al., 2008). Sin embargo el impacto de enfermedades como la
mixomatosis o la enfermedad virico- hemorragica o0 RHD (Rabbit Haemorrhagic Disease), en
su forma clasica, han producido un importante descenso poblacional llegando incluso a la
cuasi extincion de muchas de sus poblaciones (Reddiex et al., 2002; Calvete et al., 2006).

Para hacer frente al problema causado por el impacto de las enfermedades se han
realizado actuaciones encaminadas a fomentar las poblaciones mediante la realizacion de
campanfas de vacunacion o la translocacion de ejemplares vacunados a las zonas deficitarias
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(Calvete et al., 1997; Moreno et al., 2004). Sin embargo el éxito de estas actuaciones ha sido
desigual debido, en gran medida, a la RHD, ya que en muchas situaciones, la proteccion de la
poblacién frente a esta enfermedad ha perdurado mientras ha existido inmunidad vacunal -
inmunidad que es pasajera-, mientras que en otras zonas, la densidad poblacional se ha visto
incrementada aun en presencia de la enfermedad.

Por otro lado, desde la aparicion de la RHD clasica, a finales de los afios ochenta, se ha
venido observando que existen poblaciones de conejos que, de forma natural, se han
recuperado del impacto inicial de la enfermedad, mientras que otras han visto comprometida
su viabilidad como consecuencia de la misma. Simultaneamente, estudios realizados han
demostrado que la RHD clasica se caracteriza por una elevada letalidad (90%
aproximadamente) en conejos con edades superiores a ocho semanas de vida, mientras que en
conejos mas jovenes la infeccion cursa con enfermedad leve o inaparente y practicamente sin
mortalidad (Arguello et al., 1988). Otros autores sugieren que el impacto de la RHD a nivel
de poblacion, estaria inversamente relacionado con la fuerza de infeccion del virus, y en
ultima instancia, por la propia densidad poblacional (Calvete., 2006).

Debido a la desigual evolucion e impacto de la RHD clasica observados en las
poblaciones de conejos silvestres, desde diferentes ambitos cientificos y de la conservacion
del medio natural se considera fundamental investigar sobre la epidemiologia de esta
enfermedad en condiciones naturales para comprender los mecanismos epidemiolGgicos
implicados en la modulacion de la viabilidad de las poblaciones a largo plazo, y poder llegar a
establecer las condiciones que favorecen la aparicion de nucleos poblacionales capaces de
pervivir a elevada densidad en presencia de la enfermedad.

2. Objetivos

El objetivo principal del proyecto se ha centrado en conseguir poblaciones de conejo
silvestre a elevada densidad en presencia del virus RHD y con una elevada inmunidad
poblacional a la enfermedad, sin recurrir a la inmunizacion vacunal.

3. Metodologia

El ensayo de campo se realiz6 en 4 poblaciones experimentales de conejos de monte
alojadas en 4 cercados de 1ha. Estas poblaciones son de nueva creacion, formadas en un
primer momento a partir de la translocacién de ejemplares de conejo silvestre. Dos de las
poblaciones actuaron como control y a las otras dos se les administrdé un Kit de
hiperinmunizacion disefiado para incrementar la fuerza de infeccién del virus campo de RHD
durante la época reproductora (diciembre a mayo), época en la que esté indicado su uso con el
objetivo de que el virus infecte al mayor nimero de animales jovenes sin que ello conlleve un
incremento en la mortalidad de la poblacion expuesta. A excepcion de la implementacion del
kit, el manejo y alimentacion en todos los cercados fue el mismo.

El kit se basa principalmente en la utilizacién de una suspension de virus RHD que es
presentada adecuadamente para facilitar el contacto de los conejos a la misma. En este caso,
para la elaboracion de la suspension virica se partié de aislados de virus de RHD clasica
obtenidos de conejos silvestres encontrados muertos por la enfermedad en la misma zona de
estudio. Después de su caracterizacion molecular y titulacién, la suspension se almacend
congelada en viales alicuotados para su posterior uso y administracién con un cebo apetecible
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para los conejos. Previamente se comprobo en laboratorio que la letalidad del virus aislado
fue superior al 90% en conejos adultos tanto domésticos como silvestres.

El intervalo temporal de administracion de la suspensién virica en las poblaciones de
conejos fue de 3-6 semanas, ventana que se considera suficiente para que los gazapos que
emergen de las madrigueras queden infectados por el virus antes de que superen la edad de 8-
12 semanas de vida.

Antes y después del periodo reproductor se procedio a la captura/recaptura de todos los
efectivos con el objeto de valorar el efecto de la administracion del kit de hiperinmunizacion
en la poblacién. Para ello se realizaron toma de muestras de sangre de todos los conejos
capturados para determinar la presencia de anticuerpos frente a la RHD.

Con el objetivo de observar lesiones compatibles con RHD y comprobar si las bajas
eran provocadas por brotes de la enfermedad, a todos los cadaveres de conejos que se
localizaron en los cercados se les realizd la necropsia y se les tomé muestras de tejido
hepético para su posterior analisis en laboratorio y determinacion de la presencia del virus
RHD.

4. Resultados

En la Tabla 1 se muestran los resultados de prevalencia de anticuerpos frente a RHD
obtenidos en los chequeos seroldgicos realizados después de aplicar el kit de
hiperinmunizacion. Se muestran animales que se capturaron en primavera y otofio, periodos
que se corresponden con la finalizacion del periodo reproductor y el inicio del siguiente
respectivamente. Si bien en otofio todos los conejos fueron adultos o subadultos, los datos se
han presentado segun a la clase de edad a la que pertenecian en el muestreo de primavera.

Tabla 1. Prevalencia de anticuerpos por grupo de edad en los cercados: capturas de primavera y otofio

primavera (mayo) otofio (noviembre)
gazapos|juveniles| subadultos| adultos | gazapos | juveniles | subadultos| adultos
Cercado
hiperinmunizado 89 81 100 88 93 93 71 100
1(cl)
Cercado control 90 100 100 100 100 100 - 100
1(c2) % prevalencia
Cercad(cggc)ontrol 2| anticuerpos 78 34 64 100 89 100 100 100
Cercado
hiperinmunizado 2 72 75 64 100 93 79 65 100
(c4)

En todos los grupos de edad, la prevalencia fue elevada, tanto en los cercados control
como en los cercados a los que se les aplicd el kit, viéndose incrementada en el chequeo de
otofio. La elevada prevalencia observada en los cercados control fue debido al desarrollo
natural de la enfermedad RHD, provocando elevadas mortalidades, especialmente en el c2.

En el muestreo de otofio se capturaron animales seronegativos en tres de los cuatro
cercados. Sin embargo, cuando se procedio a su desafio en laboratorio frente a la enfermedad,
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la supervivencia fue del 100% para los individuos procedentes de los dos cercados
hiperinmunizados e inferior para los procedentes de los cercados no hiperinmunizados (Tabla
2).

Tabla 2. Prevalencia de anticuerpos por grupo de edad en los cercados: capturas de otofio

. desafio con
animales A . .
. suspension virica en  supervivencia muerte
seronegativos .
laboratorio
Cercado
hiperinmunizado 1 3 100% =
(c1)
Cercado control
1(c2) 0 i i
Cercado control 2 100%
15 40% 60%
(c3)
Cercado
hiperinmunizado 2 8 100% =
(c4)

Con respecto a la evolucién de la densidad poblacional de todos los cercados, se utilizd
la tasa de deposicion de excrementos, a traves de la instalacion de estaciones de conteo en los
cercados, como estimador de la abundancia relativa, y la propia densidad real de los 4
cercados al inicio del ensayo; estas no parecieron estar correlacionadas probablemente debido
a la presencia de excrementos viejos que se acumulan y/o al efecto confusor del viento y la
lluvia.

Por ello, como estimador de la abundancia en los distintos cercados se tomd la media de
animales capturados para ambos grupos (cercados control y cercados hiperinmunizados)
cuando se realizé el muestreo de otofio, periodo correspondiente al inicio del periodo
reproductor del siguiente afio. Los resultados obtenidos arrojaron un 33 % mas de animales en
los cercados en donde se implemento el kit de hiperinmunizacion (64 ans/ha en cercados
hiperinmunizadas frente a 44 ans/ha en cercados control).

5. Discusioén

Los resultados obtenidos apoyan la hipotesis de que el impacto negativo de la RHD a
nivel poblacional esta inversamente relacionado con la fuerza de infeccion del virus y, por lo
tanto, con la densidad poblacional. Una elevada densidad poblacional facilita la transmision
del virus, lo que implica una mayor fuerza de infeccion y, por lo tanto, una disminucion de la
edad media a la que los conejos se infectan, lo que conlleva que la letalidad media producida
por la infeccion disminuya. En nuestro ensayo, las elevadas densidades existentes en las
cuatro poblaciones experimentales, en comparacién a las densidades que normalmente se
encentran en poblaciones naturales, facilitaron la transmision natural del virus, lo que produjo
que, incluso en los cercados control, tanto la densidad poblacional como la prevalencia de
ejemplares seropositivos a la enfermedad fuesen muy elevadas.

La hipdtesis se vio también respaldada, ademas, por el hecho de que en los cercados
hiperinmunizados, la densidad poblacional y la prevalencia de ejemplares positivos fueron
superiores a las de los cercados control, pudiéndose interpretar esta diferencia en base al
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incremento de la fuerza de infeccion del virus como consecuencia de la introduccion reiterada
del mismo mediante el kit de hiperinmunizacion. Esta introduccion controlada del virus
durante el periodo reproductor, no solo no produjo brotes de mortalidad por RHD, sino que,
en comparacion a los cercados control, limitd la intensidad de éstos, permitiendo un mayor
incremento de la abundancia de conejos a lo largo del ciclo biologico anual.

No obstante, debido a que los cercados control fueron permeables a la entrada natural
del virus campo, y a que las densidades de conejos fueron elevadas dentro de los cercados, en
comparacion a las que ocurren en la naturaleza, no es posible considerar a estas poblaciones
como auténticos controles negativos, por lo que en la hipotética situacién de haber podido
emular densidades poblacionales menores, hubiera sido esperable una mayor diferencia en
densidad y prevalencia de anticuerpos entre los cercados control y los hiperinmunizados.

Desde el punto de vista practico, el hecho de no haberse apreciado reacciones adversas
en los individuos ni en la dinamica poblacional, sugiere que la implementacién del kit de
hiperinmunizacion podria ser una alternativa real para controlar el impacto negativo de la
RHD en poblaciones naturales de conejos. Hasta ahora, la Unica alternativa de gestion para
minimizar el impacto de esta enfermedad ha sido intentar incrementar las densidades
poblacionales, bien a base de repoblaciones o bien mediante medidas de gestion a largo plazo
(ej. mejora del hébitat, control de predadores), que, necesariamente, no tienen porqué
conllevar el incremento paralelo de la fuerza de infeccidn del virus, supeditando, en gran
medida, el éxito de la gestion al azar. La implementacion del kit de hiperinmunizacién
ensayado en el presente trabajo, por el contrario, si que podria constituir una herramienta
eficaz para incrementar dréasticamente la fuerza de infeccion del virus, incluso a densidades
poblacionales muy inferiores a las que tendria lugar de forma natural.

La administracion de la suspensiéon virica a la poblacion a través de un cebo apetecible y
el contacto de los animales con el virus durante la ventana temporal que hemos considerado
en nuestra experiencia (durante el periodo reproductor), es determinante para que los
individuos jovenes puedan ser infectados sin sufrir tan apenas mortalidad, consiguiéndose con
ello su proteccion permanente frente a la enfermedad de una manera natural sin necesidad de
capturarlos. Ademas, en contraposicion al uso de productos vacunales, la inmunidad otorgada
por la infeccion es practicamente de por vida y no limitada a la duracion de la inmunidad
vacunal. Por otro lado, debido a la elevada proporcion de individuos que son infectados, se
favorece la existencia de una considerable proporcion de ejemplares portadores asintomaticos
del virus y, por lo tanto, de posibles fuentes de virus en el futuro, lo que garantizaria que la
fuerza de infeccion se mantuviese elevada Ello supondria que a partir de una densidad
poblacional determinada, el proceso de hiperinmunizacion se deberia perpetuar de forma
natural, sin necesidad de nuevas intervenciones, tal y como presumiblemente ocurre en
aquellas poblaciones naturales a elevada densidad y con presencia de la enfermedad. De este
modo, con el kit de hiperinmunizacion se minimizaria la mortalidad por RHD de toda la
poblacién tanto a corto como a largo plazo.

Esto nos lleva a considerar que en poblaciones naturales de conejos susceptibles de ser
tratadas o0, especialmente, en el caso de nuevas poblaciones creadas a partir de
translocaciones, la implementacioén de dicha estrategia de control del impacto de la RHD,
podria ser una opcion a valorar, especialmente en aquellas zonas en las que afio tras afio se
diezman sus poblaciones con la presentacion de distintos brotes provocados por la RHD. Al
mismo tiempo, se podrian evitar las cuantiosas pérdidas econdémicas (y los riesgos sanitarios y
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genéticos) que suponen los traslados continuos de conejos desde las zonas conejeras a las
zonas que se pretenden repoblar.

6. Conclusiones

En el ensayo realizado se pudo evidenciar que la implementacion del kit de
hiperinmunizacion, utilizando la ventana temporal de administracion de 3-6 semanas en época
reproductora, produjo la inmunidad esperada en la poblacién a la que iba destinada (conejos
de 8-12 semanas), por lo que el método empleado implica una reduccién de la edad media de
infeccion y, por lo tanto, una disminucién de la mortalidad a nivel poblacional causada por la
RHD clasica.

Ademas, en todos los cercados se observd que las elevadas densidades obtenidas han
podido favorecer la diseminacion del virus en la poblacion, por lo que para valorar la eficacia
del kit desarrollado, el ensayo deberia realizarse en condiciones de campo donde la densidad
por hectarea es menor a la conseguida en los cercados de 1ha construidos para tal fin.

Con este sistema, las coberturas de inmunizacion frente a la RHD clésica de la
poblacién se elevan drasticamente en comparacion a las campafias de vacunacion
tradicionales, ya que para dispensarlo no es necesario capturar a todos y cada uno de los
individuos. La suspension se administra en el momento en el que se pueda inmunizar al
mayor nimero de animales sin provocarles la muerte; pero provocando infeccion efectiva en
los mismos, y al mismo tiempo, el uso de la cepa virica de la zona asegura la no introduccion
de otras cepas distintas a las usadas en la poblacion a gestionar.
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