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ADN Ácido desoxirribonucleico 

ARN Ácido ribonucleico 

BSA Sero-albúmina bovina 
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DL50 Dosis letal 50 % 
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EDTA Ácido etilen-diaminotetraacético 
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ICTV Comité Internacional para la Taxonomía de los Virus (del inglés, 

International Committee for the Taxonomy of Viruses) 
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KLH Hemocianina de lapa (de las siglas en inglés, Keyhole Lympet Hemocyanin) 

LB Luria-Bertani (Medio para crecimiento de bacterias) 

MAb Anticuerpo monoclonal (del inglés monoclonal antibody) 

MCS Sitio de clonación múltiple (del inglés, multiple cloning site) 

Moi Multiplicidad de infección (del inglés, multiplicity of infection) 

NS Proteína no estructural 

ORF Marco abierto de lectura (de las siglas en inglés, Open Reading Frame) 

PBS Tampón fosfato salino (del inglés, phosphate-buffered saline solution) 

PBS-Tw Tampón fosfato salino con 0,05 % Tween 20 
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PCR Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction) 

rBV Baculovirus recombinante 

RCV Calicivirus no patogénico 

RHDV Virus de la enfermedad hemorrágica del conejo 

RT-qPCR PCR cuantitativa con transcripción reversa (de las siglas en inglés de Reverse 

Transcription Quantitative PCR) 

SDS Dodecil sulfato sódico 

Sf9 Línea celular de Spodoptera frugiperda 

SFB Suero fetal bovino 

TAE Tampón Tris-acetato-EDTA 

Tris Tris(hidroximetil)aminometano 

Ufp Unidades formadoras de placa 

VLP Partícula similar al virus (del inglés, virus-like particles) 

VP60 Proteína principal de la cápsida de calicivirus 

VP1 Proteína principal de la cápsida del virus de la enfermedad hemorrágica del 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. IMPORTANCIA DEL CONEJO EN ESPAÑA 

El conejo común o europeo, Oryctolagus cuniculus, perteneciente al orden 

Lagomorpha, es una especie clave para el ecosistema mediterráneo (Delibes-Mateos et 

al., 2008a) y es en buena medida responsable de una gran tradición cinegética en la 

península Ibérica. La ganadería del conejo es también una actividad relevante en muchas 

regiones de España, por lo que esta especie animal es importante tanto ecológica como 

económicamente. La península Ibérica es la única región del mundo donde coexisten dos 

subespecies de conejo europeo, O. cuniculus cuniculus y O. cuniculus algirus, con un 

patrón de distribución geográfica y muy bien marcado, con capacidad de hibridar entre sí 

(Ferrand, 1995; Branco et al., 2000; Branco et al., 2002; Geraldes et al., 2006). 

Los conejos silvestres modifican la composición de especies de plantas y la estructura 

de la vegetación de su hábitat mediante el pastoreo y la dispersión de semillas, lo cual 

permite la conservación de la diversidad de especies de plantas y animales, como por 

ejemplo las lagartijas (Delibes-Mateos et al., 2008b; Ferreira, 2012; Gálvez Bravo et al., 

2009; Gálvez et al., 2008). Por otro lado, suponen la presa principal para importantes 

depredadores como el lince ibérico (Lynx pardinus) que se encuentra en peligro crítico de 

extinción y el águila imperial (Aquila adalberti). Una de las características más 

importante del conejo es su elevada capacidad colonizadora por su adaptabilidad a una 

gran variedad de hábitats. La cecotrofía le permite obtener nutrientes a partir de alimentos 

de muy baja calidad (Hirakawa, 2001). Además, es una especie muy prolífica debido a 

que alcanzan la madurez sexual a los 4 meses, las hembras son receptivas durante todo el 

año y las camadas son de gran tamaño. Como consecuencia de la gran prolificidad, y la 

falta de competidores y depredadores, el conejo puede alcanzar elevadas densidades y 

provocar daños tanto económicos como ecológicos. Esto ha ocurrido en algunas regiones 

de España dónde ha sido reconocido como una especie plaga por los daños agrícolas y 

forestales que ha ocasionado. A pesar de lo anterior, las poblaciones salvajes de conejo 

se han visto reducidas drásticamente en la península Ibérica, con las consecuencias 

ecológicas y económicas que ello conlleva (Delibes-Mateos et al., 2014; Delibes-Mateos 

et al., 2007), por tanto, la recuperación de la población natural de conejos es uno de los 

mayores retos para la conservación del ecosistema en nuestra península. 
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La principal aptitud productiva del conejo es la cárnica, debido a su elevada 

prolificidad y la brevedad de sus ciclos reproductivos y de engorde que le confiere un 

gran potencial de producción. La cría de este animal también puede dirigirse a la 

obtención de piel o pelo, para su uso como animal de experimentación, como animal de 

compañía y para la realización de repoblaciones cinegéticas  (MAPAMA, 2018). La 

amplia distribución geográfica del conejo y las elevadas densidades que alcanza, hacen 

de este animal una de las especies cinegéticas de caza menor más codiciadas (Angulo y 

Villafuerte, 2003). 

La cunicultura es la ciencia aplicada, del área de conocimiento de producción animal, 

que se ocupa de la cría de conejos para aprovechar su carne y sus demás productos (Lebas 

et al., 1996), es una disciplina de gran relevancia en España, ya que es el tercer país del 

mundo productor de carne de conejo, tras China y la República Popular de Corea (FAO, 

2017). La cunicultura, como actividad pecuaria, ha experimentado en los últimos años 

una importante evolución y ha alcanzado una considerable relevancia y un creciente 

interés. La carne de conejo representa el quinto tipo de carne más consumido tras el 

porcino, aves, vacuno y ovinocaprino. España es uno de los principales productores 

mundiales de carne de conejo y, junto con Italia y Francia, forma parte del grupo líder de 

países a nivel continental.  

1.2. LA ENFERMEDAD HEMORRÁGICA DEL CONEJO 

La enfermedad hemorrágica del conejo se describió por primera vez en China en 1984 

(Liu et al., 1984) en conejos que habían sido importados desde Alemania. Posteriormente, 

se describió la aparición de esta enfermedad en Europa, en Italia en 1986 (Cancellotti y 

Renzi, 1991). En la península Ibérica, dónde el conejo europeo supone un importante 

papel en el ecosistema, el primer brote de la enfermedad se detectó en España en 1988 

(Argüello Villares et al., 1988) y en Portugal en 1989 (Anonymous et al., 1989). En la 

actualidad, los brotes de esta enfermedad ocurren en todos los continentes y causa 

elevadas tasas de mortalidad, habiendo sido descrita en más de 40 países de Asia, África, 

América, Europa y Oceanía. Siendo ya una enfermedad endémica en muchas zonas del 

mundo (McIntosh et al., 2007), afecta tanto a conejos domésticos como a poblaciones 

salvajes (revisado por Abrantes et al., 2012b). Esta enfermedad causa importantes 

pérdidas económicas en la industria de la carne y la piel de conejo, así como un impacto 
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ecológico negativo sobre las poblaciones salvajes de conejos y sus principales 

depredadores (Delibes-Mateos et al., 2008a; Villafuerte et al., 1995). 

La enfermedad hemorrágica del conejo se caracteriza por su elevada morbilidad y 

mortalidad alcanzando tasas de mortalidad entre el 70 % y 100 % (OIE, 2016). El periodo 

de incubación puede variar desde 1 a 3 días, y la muerte se produce generalmente entre 

las 12 y 36 horas tras la aparición de fiebre. La evolución clínica de la enfermedad 

hemorrágica del conejo puede ser hiperaguda, aguda, subaguda o crónica (Marcato et al., 

1991; Xu y Chen, 1989). La forma hiperaguda generalmente no presenta sintomatología 

y el animal muere repentinamente. Las manifestaciones clínicas se han descrito sobre 

todo en la infección aguda, dónde los conejos mueren entre 1 y 3 días tras la infección, 

en alguna ocasión aparece hemorragia externa en el hocico (Cooke, 2002). En la necropsia 

los conejos muestran hepatitis aguda y signos de alteraciones de la coagulación sanguínea 

que afecta a órganos como el bazo o los pulmones (Park et al., 1995; Gortázar et al., 

2000). Los anticuerpos desarrollados en una infección subaguda confieren la protección 

al animal frente a una nueva re-infección (Patton, 1989). En el reducido número de 

conejos que sobreviven (5-10 %), la respuesta específica y relevante que aparece en 

primer lugar a los tres días de la infección son IgMs, seguida por IgAs e IgGs que se 

detectan 2 o 3 días después (Barbieri et al., 1997). Esta respuesta de anticuerpos dispara 

el mecanismo para la eliminación de los virus. En lugar de esta rápida respuesta humoral, 

entre el 5-10 % de los conejos muere entre 4 y 8 días post-infección debido a una forma 

crónica de la enfermedad hemorrágica. En el hígado y riñón de estos conejos, han sido 

detectadas partículas similares al RHDV, también llamadas VLPs (virus-like particles), 

en lugar del virus (Capucci et al., 1991; Granzow et al., 1996; Barbieri et al., 1997). En 

algunos casos, se encontraron partículas denominadas CLPs (core-like particles) 

caracterizadas por la ausencia de la cubierta o concha externa de la cápsida viral, formadas 

por parte del extremo carboxilo terminal de la proteína mayoritaria de la cápsida llamada 

VP60 (Granzow et al., 1996). Como consecuencia de esto las CLPs son negativas en 

ensayos de hemaglutinación (HA), así como frente a anticuerpos monoclonales anti-

RHDV (mAbs) que reconocen epítopos conformacionales (Capucci et al., 1995). En 

sangre y heces de conejos convalecientes, así como en conejos infectados por RHDV, 

pero protegidos mediante anticuerpos previamente adquiridos (por ejemplo, tras una 

vacunación o recuperación tras la infección por RHDV), el ARN viral se detecta usando 

RT-PCR hasta 15 semanas después de la infección (Gall et al., 2007; Gall y Schirrmeier, 
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2006). Si este hecho se debe a una lenta desaparición del virus o a una prolongada 

persistencia del virus está aún por determinar. 

Como resultados de las pruebas serológicas (Capucci et al., 1997; Capucci et al., 1991; 

Collins et al., 1995; Cooke et al., 2000) se han aislado, y caracterizado parcialmente en 

Europa y Oceanía varios calicivirus de conejo no patogénicos relacionados con RHDV 

(Capucci et al., 1996; Capucci et al., 1998; Le Gall-Reculé et al., 2011b; Moss et al., 

2002; Strive et al., 2009; White et al., 2004). Estos calicivirus inducen una respuesta 

serológica que puede interferir y complicar el diagnóstico serológico (Capucci et al., 

1991; Cooke et al., 2000; Marchandeau et al., 2005; Nagesha et al., 2000; Robinson et 

al., 2002). 

Puesto que el hígado contiene las cantidades más elevadas de viriones es el órgano 

elegido para la identificación tanto de RHDV como EBHSV (virus del síndrome de la 

liebre parda europea o European brown hare syndrome virus). La cantidad de virus 

presente en otras partes del cuerpo es proporcional a la vascularización, así el bazo y el 

suero pueden servir como materiales para el diagnóstico alternativo, aunque los resultados 

no son óptimos. En bazo se han encontrado mayores niveles de VLPs que en hígado de 

animales que murieron por la forma subaguda o crónica de la enfermedad (Capucci et al., 

1991; Granzow et al., 1996; Barbieri et al., 1997). El tratamiento de las muestras para el 

diagnóstico es casi idéntico independientemente del método de diagnóstico que se 

aplique, con la excepción de las tiras inmunocromatográficas en las que se puede utilizar 

tanto homogeneizados de órganos como exudados del animal (Dalton et al., 2017). Un 

fragmento de órgano se homogeneiza mecánicamente en 5-20 % p/v en tampón fosfato 

salino (PBS), pH 7,2-7,4, después se filtra y se clarifica mediante centrifugación a 5000 

g durante 15 minutos. El sobrenadante puede ser directamente examinado mediante el 

test de hemaglutinación o ELISA (ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas). Si la 

muestra va a ser observada al microscopio electrónico, es aconsejable realizar una 

segunda centrifugación a 12000 g durante 15 min, antes de la ultracentrifugación final. 

Para la detección mediante PCR, el ARN viral de las muestras puede ser extraído 

directamente de los tejidos. 

Los primeros aislados de RHDV se caracterizaron por afectar a conejos mayores de 2 

meses, causando tasas de mortalidad entre el 70 y 100 %, mientras que los conejos jóvenes 

(o gazapos) sufren una infección subclínica o no se ven afectados (Mikami et al., 1999; 
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OIE, 2016; Prieto et al., 2000). Sin embargo, la nueva variante del virus surgida en el año 

2011 provocó brotes atípicos de la enfermedad afectando a animales adultos y gazapos. 

En estudios sobre un aislado del virus de la nueva variante (RHDV-Nav10/11) se ha 

descrito que causa la enfermedad y muerte en gazapos de menos de 40 días (Dalton et al., 

2015), además provoca tasas de mortalidad en adultos y gazapos de hasta el 20 % y 50 

%, respectivamente (Dalton et al., 2012). Recientemente, se han descrito cepas de la 

nueva variante del virus con mayor virulencia y tasas de mortalidad superiores (Capucci 

et al., 2017). Además, se han demostrado diferencias en la patogenicidad de la nueva 

variante (Calvete et al., 2018) y el curso clínico de la enfermedad cuando el aislado 

RHDV-Nav10/11 infecta animales adultos o gazapos, existiendo importantes variaciones 

del tropismo del virus por determinados tejidos, como pulmón, riñón o intestino, que no 

muestran presencia del virus en individuos adultos, pero sí en gazapos (Dalton et al., 

2018b). 

1.3. VIRUS DE LA ENFERMEDAD HEMORRÁGICA DEL CONEJO (RHDV) 

El agente etiológico de la enfermedad hemorrágica del conejo (RHD) se denomina 

virus de la enfermedad hemorrágica del conejo (RHDV), es un virus no envuelto de 

pequeño tamaño cuyo genoma está compuesto por una molécula de ARN de cadena 

simple de sentido positivo perteneciente a la familia Caliciviridae, género Lagovirus 

(Green et al., 2000; Meyers et al., 1991b; Moussa et al., 1992; Ohlinger et al., 1990; 

Ohlinger y Thiel, 1991; Parra y Prieto, 1990).  

1.3.1. Familia Caliciviridae 

Los miembros de la familia Caliciviridae son virus no envueltos de pequeño tamaño 

y morfología casi esférica, que infectan a vertebrados. Su genoma es una molécula de 

ARN lineal de una sola cadena y de polaridad positiva (Clarke y Lambden, 1997; Thiel y 

Konig, 1999). Los calicivirus humanos son ahora la principal causa de brotes de 

gastroenteritis debido a la contaminación de la comida. Además, los calicivirus han sido 

estudiados durante años por virólogos y veterinarios interesados en importantes 

patógenos animales como el virus del exantema vesicular porcino y el calicivirus felino.  

El Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) reconoce 4 géneros dentro de 

la familia Caliciviridae: Lagovirus, Vesivirus, Norovirus y Sapovirus. Además, tres 

géneros más se han propuesto dentro de esta familia: Nabovirus o Becovirus (Oliver et 



1. Introducción 

 

6 
 

al., 2006), Recovirus (Farkas et al., 2008) y Valovirus (L'Homme et al., 2009); sin 

embargo, todavía no están reconocidos por el ICTV. Los calicivirus infectan a un amplio 

rango de especies y causan una variedad de enfermedades, tales como gastroenteritis 

(Norovirus y Sapovirus), enfermedad hemorrágica (Lagovirus), y lesiones vesiculares e 

infecciones respiratorias (Vesivirus).  

El género Lagovirus incluye tanto al RHDV como al virus del síndrome de la liebre 

parda europea, EBHSV, un virus que se detectó por primera vez en Suecia en los años 

80, antes del primer brote de RHDV que afecta a las especies de liebre Lepus europaeus 

y Lepus timidus. El síndrome de la liebre europea está relacionado con la RHD en cuanto 

a signos clínicos, alteraciones patológicas e histopatológicas, tasas de mortalidad, 

morfología y antigenicidad del virion, sin embargo, no se han obtenido de forma 

reproducible ni infección ni protección interespecífica en el conejo. Aunque causen 

enfermedades similares, EHBSV y RHDV representan distintos agentes infecciosos que 

infectan a especies distintas (Capucci et al., 1991; Chasey et al., 1992; Fuchs y 

Weissenböck, 1992; Lavazza et al., 1996; Marcato et al., 1991; Wirblich et al., 1994). 

1.3.2. Organización y expresión genómica de RHDV 

El genoma de RHDV está compuesto por ARN de polaridad positiva, de modo que los 

viriones contienen ARN genómico y ARN subgenómico que es colineal con el extremo 

3’ del ARN genómico (Meyers et al., 1991a; 1991b; Meyers et al., 2000). Ambas 

moléculas de ARN contienen una cola de poliadenilación en el extremo 3’ y el extremo 

5’ se encuentra covalentemente unido a una proteína VPg (virus genome-linked) 

(Abrantes et al., 2012a; Machín et al., 2001; Meyers et al., 1991a) (Figura 1). El ARN 

genómico consiste en una molécula de ARN de cadena simple y polaridad positiva de 7,4 

kb que contiene dos marcos abiertos de lectura. El ORF1 codifica una poliproteína de 257 

kDa, que tras el procesado mediante una proteasa viral da lugar a proteínas no 

estructurales y a la proteína mayoritaria de la cápsida (VP1 o VP60) (Martín Alonso et 

al., 1996; Meyers et al., 2000; Wirblich et al., 1996). El ORF2, solapado con el primero 

unos pocos nucleótidos, codifica la proteína estructural minoritaria (VP2 o VP10) de unos 

10-12 kDa de tamaño y cuya función estaría relacionada con la regulación de la 

replicación viral y liberación de los viriones desde las células infectadas (Chen et al., 

2009; Liu et al., 2008; Wirblich et al., 1996). El ARN subgenómico codifica ambas 

proteínas estructurales, VP1 y VP2 (Abrantes et al., 2012b; Boga et al., 1992) (Figura 
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1). Las proteínas no estructurales han sido estudiadas mediante análisis de secuencias y 

estudios funcionales. La localización intracelular de las proteínas p16 (NS1), p23 (NS2) 

y p29 (NS4) se han determinado recientemente (Urakova et al., 2015), aunque sus 

funciones no están esclarecidas aún. Las proteínas NS3 y NS7, corresponden a una 

helicasa (Kadaré y Haenni, 1997; Marín et al., 2000) y una polimerasa de ARN 

dependiente de ARN (López Vázquez et al., 1998; 2001; Machín et al., 2001), 

respectivamente. La proteasa de RHDV (NS6), aunque considerablemente de menor 

tamaño, tiene homología en las secuencias de aminoácidos del centro catalítico con las 

proteasas 3C de los picornavirus (Boniotti et al., 1994; Oka et al., 2011; Wirblich et al., 

1995). La proteína VPg (NS5) en RHDV, al igual que en otros calivirus, como norovirus 

humanos y calicivirus felinos (FCV), es imprescindible para el inicio del proceso de 

traducción del ARN viral mediante la maquinaria celular (Daughenbaugh et al., 2003; 

Goodfellow et al., 2005). 

Figura 1. Representación esquemática de la organización genómica de RHDV. ORF1 

codifica la poliproteína que es procesada proteolíticamente, en los sitios indicados con 

las puntas de flecha. El ORF2 da lugar la proteína estructural minoritaria VP2. A partir 

del ARN genómico se forman copias intermedias de polaridad negativa que permiten la 

generación de un elevado número de copias de ARN genómico y ARN subgenómico. 



1. Introducción 

 

8 
 

1.3.3. Filogenia y evolución del género Lagovirus: La nueva variante del virus 

RHDV 

Hasta hace poco tiempo las cepas de RHDV se dividían en 6 genogrupos principales 

(G1-G6) (Le Gall-Reculé et al., 2003). Además, hasta el año 2011 solo se describieron 

aislados del tipo G1 en la península Ibérica (Abrantes et al., 2012b; Alda et al., 2010; 

Muller et al., 2009). En el año 2011, se registraron brotes de una nueva variante de RHDV 

que causó mortalidad en gazapos (Dalton et al., 2012). Esta nueva variante parece estar 

relacionada con un aislado descrito en Francia en 2010 (Le Gall-Reculé et al., 2011a). La 

nueva variante de RHDV, nombrado inicialmente como RHDV-Nav10/11 (Dalton et al., 

2012), se aisló a partir de muestras de hígado tomadas de gazapos procedentes de una 

granja de Navarra el año 2011. Los brotes surgidos en granjas que vacunaban a los 

animales frente a RHDV hizo sospechar que las vacunas disponibles en el mercado no 

protegían frente a esta variante de RHDV. En infecciones experimentales el aislado 

RHDV-Nav10/11 provocó la muerte de gazapos de 30 días de edad que mostraban 

infección en el intestino delgado (Dalton et al., 2012), además de, en hígado y otros 

tejidos dónde se produce infección en la enfermedad por RHDV clásico (Ramiro-Ibáñez 

et al., 1999). Hasta ahora, la nueva variante patogénica del virus RHDV que surgió en 

2010 se llamó de diferentes formas: nueva variante de RHDV o RHDVFrance2010(Le 

Gall-Reculé et al., 2011a; 2011b; 2013; Puggioni et al., 2013), RHDVb (Dalton et al., 

2012) o RHDV2 (Le Gall-Reculé et al., 2013). 

Estudios recientes de la capacidad de diseminación de la nueva variante dentro de la 

península ibérica demuestran que se ha extendido a un amplio número de provincias en 

un periodo de tiempo relativamente corto. El primer brote de la variante de RHDV se 

confirmó por secuenciación (Dalton et al., 2012), y coincide con el diagnóstico clínico 

basado en gazapos muertos con síntomas de RHD que fueron previamente vacunados, en 

granjas Aragón y Navarra (Grasa y Malo, 2012). Aislados similares a RHDV-Nav10/11 

han sido caracterizados por otros autores en conejos salvajes de la misma región de 

España (Calvete et al., 2012). La alta concentración de muestras positivas que se 

analizaron en el Mediterráneo y en el Noreste de España (Dalton et al., 2014) podría 

correlacionarse con la mayor concentración de granjas de conejo en esas áreas, que son 

áreas de producción intensiva o medio intensiva y criaderos especializados, en 

comparación con el sur del país que es una zona de baja producción. Los análisis de 

secuencias indican que los aislados están relacionados, sin embargo, algunos aislados en 
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zonas cercanas a la frontera francesa se diferencian en torno a 5- 6 % respecto a RHDV-

Nav10/11 mientras que tienen más parentesco al aislado francés descrito (Le Gall-Reculé 

et al., 2011a). Este virus emergente se ha establecido rápidamente como un importante 

problema para el conejo en la península Ibérica, reemplazando a las cepas del virus clásico 

que ya no se detectan en brotes de la enfermedad (Calvete et al., 2014; Lopes et al., 

2015a). 

Como virus ARN, el gen que codifica la proteína de la cápsida de RHDV tiene una 

alta tasa de sustitución de nucleótidos (Alda et al., 2010; Eden et al., 2015a; 2015b; Hicks 

y Duffy, 2012; Kerr et al., 2009; Kinnear y Linde, 2010) aunque entre las cepas 

patogénicas de RHDV clásico existe menos del 10 % de divergencia en la secuencia de 

la proteína VP1. La recombinación, junto con la mutación, es un importante mecanismo 

para la evolución de estos virus ARN. En los últimos años se han identificado virus 

RHDV que contienen recombinaciones en diferentes zonas de su genoma. Ya se 

encontraron evidencias de recombinación en cepas de RHDV clásico (Abrantes et al., 

2008; Forrester et al., 2008; Hu et al., 2017). Pero, además, se ha descubierto que el 

mismo fenómeno ha ocurrido en la nueva variante del virus. En algunos casos el evento 

de recombinación ocurrió dentro de la región que codifica las proteínas no estructurales 

provocando una divergencia de aproximadamente el 13 % con respecto a cepas 

patogénicas y no patogénicas del virus, mientras que, la región codificante de las proteínas 

estructurales es similar a cepas del genogrupo G1 (clásico) (Lopes et al., 2017). En otro 

caso, la recombinación ocurrió entre los genes no estructurales y el gen que codifica la 

proteína VP1 (Lopes et al., 2015b). Un aislado recombinante de RHDVb disponible en 

nuestro laboratorio contiene las proteínas no estructurales del virus clásico perteneciente 

al genogrupo 1 y la proteína de la cápsida VP1 que pertenece a la nueva variante.  

Recientemente, también en nuestro laboratorio se dispone de un aislado perteneciente 

a RHDVb nombrado como RHDV-Gal08/13 que, experimentalmente, se ha comprobado 

tiene una mayor virulencia con respecto a otros aislados de RHDVb que provocan el 50 

% de mortalidad en gazapos y el 10 % en conejos adultos. En el caso de RHDV-Gal08/13 

la tasa de mortalidad aumenta hasta un 100 % tanto en gazapos como adultos (datos no 

publicados). Puesto que no se han observado cambios importantes en la secuencia de la 

proteína VP1, se ha planteado hacer futuros estudios sobre las proteínas no estructurales 

del virus, que podrían ser las implicadas en el incremento de la virulencia, como, por 

ejemplo, la polimerasa que podría aumentar la capacidad replicativa del virus. 
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Debido a la elevada diversidad de lagovirus relacionada con la variación de la 

patogenicidad, distribución geográfica y rango de hospedación, hace poco tiempo se ha 

propuesto una nueva clasificación y nomenclatura para estos virus (Le Pendu et al., 2017). 

Basándose en relaciones filogenéticas se establece una única especie de lagovirus llamada 

Lagovirus europaeus que incluye a dos genogrupos, uno de virus relacionados con RHDV 

y otro con virus relacionados con EBHSV. Según esta clasificación RHDV y los 

calicivirus no patogénicos (RCVs) conformarían el genogrupo I (GI) y, EBHSV y los 

lagovirus no patogénicos que infectan liebres (HaCV) (Cavadini et al., 2016) 

pertenecerían al genogrupo II (GII). De este modo, en la Tabla 1 se hace una 

correspondencia entre los aislados más importantes utilizados en este trabajo y la 

nomenclatura que se debería utilizar para nombrarlos. Aun así, dado que esta propuesta 

no ha sido aceptada por la ICTV, nos seguiremos refiriendo a los aislados de RHDV por 

su nombre particular, o por el genogrupo y tipo clásico o variante al que pertenecen. 

Tabla 1. Concordancia de las nomenclaturas previas y la propuesta según 

Le Pendu et al., 2017. 

 

 

 

 

 

 

1.3.4. La cápsida viral 

Los virus muestran una notable diversidad en la complejidad y organización de sus 

viriones. En su mayoría, las cápsidas de virus no envueltos se construyen a partir de 

subunidades de una proteína principal de la cápsida, MCP, que forma un oligómero 

simétrico, que determina el ensamblaje y la estructura del virión, y una o unas pocas 

proteínas de la cápsida minoritarias (Krupovic y Koonin, 2017). Como estrategia para 

infectar a sus hospedadores los virus deben mantener en la superficie de la cápsida 

regiones conservadas que permitan el reconocimiento de los receptores celulares del 

hospedador pero, a la vez, suficiente tasa de mutaciones en zonas superficiales que le 

Nomenclatura 

corriente 

Aislado utilizado 

en este trabajo 

Nueva nomenclatura 

propuesta 

RHDVb o 

RHDV2 

RHDV-Nav10/11 

RHDV-Gal08/13 
GI.2/RHDV2/b 

RHDV G1 RHDV-Ast89 GI.1b/RHDV 

RHDVa o 

RHDV G6 
RHDV-Gal09/12 GI.1a/RHDV 
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permitan evadir el sistema inmune del hospedador (Mateu, 1995). La estructura de la 

cápsida se basa en un fino equilibrio entre la estabilidad para proteger al genoma viral, en 

condiciones adversas, cuando se encuentra fuera de un hospedador y la suficiente 

debilidad que le permita liberar el genoma viral dentro de la célula hospedadora. 

Como en los demás calicivirus, la cápsida de RHDV, que envuelve y protege a la 

molécula de ARN, está compuesta por 90 dímeros de VP1. Es una cápsida de pequeño 

tamaño (35-40 nm de diámetro) y tiene simetría icosaédrica T=3. Los 90 dímeros de VP1 

tienen forma de arcos y generan 32 depresiones en forma de copa en la superficie de la 

cápsida (Valícek et al., 1990; Wang et al., 2013) (Figura 2A). Cada monómero de VP1 

se puede dividir en varios dominios estructurales (Figura 2B y 2C), un brazo N-terminal 

(NTA) situado hacia el interior de la cápsida, el dominio S que forma la parte interna de 

la cápsida denominada shell (en inglés, concha), y el dominio P o protruyente que 

corresponde al extremo carboxilo terminal (Figura 2C) y queda expuesto en la superficie 

externa del virión. Ambos dominios están separados por una pequeña región denominada 

A 

C 

Figura 2. Estructura de la cápsida de RHDV y regiones de la proteína VP1. A. Imagen de 

microscopia electrónica de viriones de RHDV purificados a partir de un extracto de hígado de 

conejo infectado. B. Representación tridimensional de un monómero de la proteína VP1. C. 

Dominios estructurales de la proteína VP1 siguiendo el código de colores del modelo mostrado 

en B. 

B 
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H o bisagra (del inglés hinge) que les permite cierta flexibilidad en la disposición espacial 

de los dominios P y S (Wang et al., 2013) (Figura 2B). El dominio P, a su vez, se puede 

subdividir en dos subdominios, subdominio P1 y P2 (Hu et al., 2010).  

La propiedad más importante que presenta la proteína VP1 es la capacidad de 

autoensamblarse, en ausencia de otros componentes del virión, y formar partículas 

similares al virus (VLPs o virus-like particles) (Laurent et al., 1994; Nagesha et al., 1999). 

Estas partículas son morfológica y antigénicamente similares a los viriones, por lo que 

son utilizadas en estudios de antigenicidad e interacción virus-hospedador, y muy 

especialmente son una importante herramienta para trabajar con virus que no son 

cultivables en cultivos celulares. El autoensamblaje de una cápsida viral es un proceso de 

oligomerización complejo que ocurre mediante interacciones ordenadas entre las 

proteínas participantes (Mateu, 2013). Gracias a las VLPs ha sido posible realizar estudios 

básicos de estructura y ensamblaje de las cápsidas de calicivirus (Bertolotti-Ciarlet et al., 

2002; Lindesmith et al., 2014), haciendo posible la determinación de regiones 

importantes para el ensamblaje de la cápsida. Además, se ha demostrado que las proteínas 

VP1, encontrándose en distintos estados conformacionales quasi-equivalentes, son 

capaces de formar VLPs, además de formar VLPs que contienen varios epítopos 

heterólogos cuando se producen proteínas VP1 recombinantes (Luque et al., 2012). Las 

inserciones de secuencias foráneas en la proteína VP1, más concretamente en los lazos 

del dominio P son capaces de acomodarse de modo que no impiden la formación de las 

VLPs (Bárcena et al., 2004; Crisci et al., 2009; Moreno, 2016). Esto puede indicar una 

alta flexibilidad de los lazos del dominio P que facilitarían la interacción con los 

receptores del hospedador (Katpally et al., 2008; Taube et al., 2010). Además, la 

generación de VLPs que contienen epítopos heterólogos abre multitud de posibilidades 

para nuevas estrategias vacunales frente a infecciones virales (Bárcena y Blanco, 2013; 

Kushnir et al., 2012; Plummer y Manchester, 2011). 

La producción de VLPs y generación de anticuerpos monoclonales frente a ellas en 

ratón ha permitido el desarrollo de herramientas diagnósticas frente a distintos calicivirus 

(Almanza et al., 2008; Deng et al., 2003) y, más concretamente, frente a RHDV, que 

recientemente se han desarrollado (Bárcena et al., 2015; Dalton et al., 2018c) e incluso 

comercializado (Dalton et al., 2017). Además, la generación de anticuerpos monoclonales 

frente a VLPs ha contribuido, en el presente trabajo, a un mayor conocimiento de la 



1. Introducción 

 

13 
 

antigenicidad de la proteína VP1, y la posibilidad de diseñar nuevas estrategias para 

producir vacunas frente a la nueva variante de RHDV. 

Para resumir, hay que destacar que un mayor conocimiento de la cápsida de la nueva 

variante de RHDV, así como de la proteína VP1 que la forma, puede ayudar a mejorar 

los sistemas de diagnóstico y vacunación disponibles actualmente frente a la nueva 

variante de RHDV. Esto podría ampliar el rango de detección a posibles variantes o 

mutantes y recombinantes del virus, así como la producción de vacunas que protejan 

frente a las cepas más virulentas del virus. 

1.3.5. Regiones antigénicas de la proteína principal de la cápsida (VP1) 

La proteína VP1 de RHDV es reconocida por el sistema inmune de los conejos, 

jugando un papel muy importante en la inducción de la respuesta inmune frente a la 

infección por el virus (Viaplana et al., 1997). En cuanto a los dominios o regiones en los 

que se subdivide la proteína VP1, mediante alineamientos de secuencias entre aislados 

pertenecientes a distintos RHDV se observan distintos grados de identidad dependiendo 

del dominio considerado (Figura 3). En el caso del dominio N-terminal, situado hacia el 

interior de la cápsida viral, el porcentaje de identidad entre RHDV-G1 (RHDV) y RHDVa 

es de 96,9 %, mientras que entre cada uno de esos y el virus de la nueva variante es de 

90,8 % y 87,7 %, respectivamente (Figura 3A). Con respecto al dominio S, curiosamente, 

los porcentajes de identidad son más elevados, siendo entre los virus RHDV y RHDVa 

C 

A B 

Figura 3. Porcentajes de identidad entre los dominios de distintos RHDV. A. Secuencias 

proteicas del dominio N-terminal. B. Secuencias de aminoácidos del dominio S. C. Secuencias 

proteicas del dominio P. 
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del 100 %, y entre estos virus y la nueva variante del 98,8 % (Figura 3B). En cuanto a la 

identidad de secuencias de los dominios P entre distintos RHDV, los porcentajes 

disminuyen, siendo del 95,3 % entre RHDV y RHDVa, y entre estos y la nueva variante 

se reduce la homología hasta 83,3 % y 83,9 %, respectivamente (Figura 3C). 

Un reciente modelo pseudoatómico de la cápsida de RHDVa (Wang et al., 2013) ha 

mostrado que la secuencia del dominio S de la proteína VP1 tiene un elevado porcentaje 

de homología entre calicivirus y que, como consecuencia, la estructura tridimensional 

adquirida es bastante parecida entre estos virus. Esto sugiere, junto con los datos de 

secuencias de RHDV (Figura 3B) que la parte interna o shell de las cápsidas de estos 

virus se encuentra altamente conservada, tanto entre dentro de los RHDV como entre los 

calicivirus.  

En calivirus, mediante la técnica de cristalografía de rayos X con VLPs se ha 

comprobado que el subdominio P2 se encuentra en las regiones protuberantes hacia el 

exterior de la cápsida. Es una región cuya estructura está conservada a grandes rasgos en 

los diferentes calicivirus, pero que, a la vez, es la región con mayor variabilidad en la 

secuencia de proteína, incluso entre las cepas de un mismo virus. Además, se ha 

comprobado que dentro de lazos expuestos a la superficie del subdominio P2 se 

encuentran numerosos epítopos neutralizantes de calicivirus  (Katpally et al., 2008; 

Kolawole et al., 2014; Lochridge y Hardy, 2007; Smith, 2011; Tohya et al., 1997), así 

como su importancia en la unión del virus a su receptor celular (Bhella y Goodfellow, 

2011; Chen et al., 2006; Choi et al., 2008; Katpally et al., 2010; Lochridge et al., 2005; 

Ossiboff et al., 2010; Prasad et al., 1999; Shanker et al., 2014; Tan et al., 2004a; Taube 

et al., 2010). En alineamientos de secuencias de la proteína VP1 de aislados 

pertenecientes a distintos tipos de RHDV, se puede confirmar que la mayor cantidad de 

cambios en la secuencia se concentran dentro del dominio P y, concretamente, dentro del 

subdominio P2 (Figura 4).  

Dominio N 

Dominio N Dominio S 

RHDVa-VP1 

RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 

RHDVG1-VP1 

RHDVb-VP1 

RHDVb-VP1 
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Dominio S 

Dominio S 

Dominio S 

RHDVG1-VP1 

RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 

RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 

RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

RHDVb-VP1 

RHDVb-VP1 

Subdominio P2 

Subdominio P2 

RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

Subdominio P1 Subdominio P1 

Subdominio P1 

Subdominio P1 

Subdominio P2 

Subdominio P2 
RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

RHDVG1-VP1 

Subdominio P1 Subdominio P2 
RHDVG1-VP1 
RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

Bisagra Subdominio P1 

RHDVa-VP1 
RHDVb-VP1 

Figura 4. Alineamiento de secuencias de la proteína VP1 de distintos RHDV. Se muestran 

las secuencias del aislado RHDV-Ast89 (RHDVG1) perteneciente al genogrupo G1, de una 

cepa de RHDVa (RHDVa-Rossi) perteneciente al genogrupo G6 y de RHDV-Nav10/11 

(RHDVb) de la nueva variante. Aparecen indicados mediante recuadros las regiones de las 

secuencias correspondientes a cada uno de los dominios y subdominios de la proteína VP1. 

Los residuos aminoacídicos diferentes aparecen sombreados en naranja. 
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Además, basándose en alineamientos de secuencias de distintos RHDV, dentro del 

subdominio P2 de RHDVa identificaron siete regiones de variaciones de la secuencia. 

Esas zonas del dominio P podrían corresponder a regiones determinantes que influyen en 

las diferencias de unión específica a HBGAs (antígenos del grupo sanguíneo) e 

interacción con las células de conejo que existen entre los virus RHDV clásicos o la nueva 

variante del virus (RHDVb) (Wang et al., 2013) (Figura 5A). Teniendo en cuenta esto, 

y considerando que la inmunización con un péptido basado en una de esas secuencias 

provocó una respuesta inmune protectora frente al virus (Wang et al., 2013), en el 

presente trabajo hemos considerado la posibilidad que ocurra lo mismo en la nueva 

variante del virus y que la inmunización con el péptido correspondiente a la misma región 

en RHDV-Nav10/11 genere una respuesta en los conejos que los proteja frente a la 

infección con el virus.  

Centrándonos en el dominio P de RHDV, recientes estudios han comprobado que estos 

dominios expresados de forma heteróloga en bacterias, purificados y cristalizados son 

capaces de formar dímeros de forma similar a como se disponen en la cápsida del virus. 

También mediante cristalografía de rayos X fueron determinadas las estructuras de los 

dominios de los aislados RHDV-Ast89 (RHDV-G1) y RHDV-Nav10/11 (RHDVb), 

pertenecientes al genogrupo 1 del virus clásico y a la nueva variante, respectivamente 

(Leuthold et al., 2015). Se comprobó que, como ya se sabía, los cambios genéticos más 

importantes entre los virus RHDV clásicos y la nueva variante se concentran en el 

subdominio P2 de la proteína VP1. Los modelos de dímeros de estos dominios P, junto 

con los de RHDVa (Wang et al., 2013) presentan estructuras similares incluidos los lazos 

extendidos del subdominio P2, aunque sí varían en su orientación, lo que podría estar 

provocando los cambios antigénicos (Leuthold et al., 2015) (Figura 5B). Dado que el 

subdominio P2 parece ser la región de la proteína VP1 que se une a los receptores del 

hospedador (Bhella et al., 2008), los cambios antigénicos y de reactividad con HBGAs 

que presenta la nueva variante del virus podrían explicar la alteración del tropismo en 

cuanto a la edad y tejidos del hospedador que tiene este virus con respecto a los virus 

clásicos (G1 y RHDVa).  

Como ya se ha dicho, el cambio en la patogenicidad de la nueva variante del virus 

RHDV sugiere cambios antigénicos en la proteína de la cápsida que supongan diferencias 

en la unión del virus con la célula hospedadora. Esto ha sido en parte demostrado por las 

diferencias en la capacidad hemaglutinante de la variante con respecto al virus clásico 
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(Dalton et al., 2012). Recientemente, mediante estudios de producción de anticuerpos 

monoclonales frente a dos tipos distintos de RHDV, se ha comprobado que la mayoría de 

los epítopos que generan anticuerpos monoclonales específicos se encuentran en el 

subdominio P2 (Kong et al., 2016). Esto demuestra que un profundo estudio de la 

antigenicidad del dominio P de RHDVb puede llevar al desarrollo de mejores 

herramientas diagnósticas y vacunas más eficientes frente a esta nueva variante. 

En el caso de RHDV clásico, mediante la inmunización de distintas especies animales 

(cerdo, conejo y ratón) con VLPs se determinaron regiones inmunodominantes dentro del 

subdominio P2. En dicho trabajo se estableció que el lazo L1 es una importante región 

antigénica y muy útil para la inserción en ella de epítopos heterólogos. Sin embargo, de 

las tres regiones que se estudiaron fue la correspondiente a una parte del lazo 2 la que 

generó una mayor reactividad en las tres especies de animales utilizadas. Además, esta 

Variaciones de lazos 

A 

B 

Figura 5. Regiones variables y estructura del dominio P de RHDV. A. Alineamiento de 

secuencias de VP1 de RHDV tomado de Wang et al., 2013 que muestra en amarillo las que 

describe como regiones variables y potencialmente antigénicas. B. Superposición de los 

dímeros de dominios P de RHDV a (gris claro) y RHDVb (gris oscuro), tomada de Leuthold 

et al., 2015. 
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región comprendida entre los residuos de aminoácidos 330 y 334 se localiza hacia el 

exterior y fácilmente accesible en la superficie de la VLP (Moreno, 2016). 

Las vacunas disponibles actualmente frente a la enfermedad hemorrágica del conejo 

que fueron generadas frente al virus clásico (RHDV-G1), tienen baja eficiencia frente a 

la nueva variante del virus (Dalton et al., 2012; Le Gall-Reculé et al., 2011b). Por esto es 

necesario conocer los determinantes antigénicos de esta nueva variante que pueden ser 

importantes para el diseño de nuevas vacunas más eficientes. Además de ser un estudio 

básico para la generación de herramientas diagnósticas más potentes, que tengan un rango 

de detección mayor frente a variantes del virus o mutantes.  

1.4. ESTRATEGIAS VACUNALES 

1.4.1. Vacunas clásicas 

Las vacunas son la forma más eficaz para prevenir y combatir la enfermedad 

hemorrágica del conejo, como ocurre con cualquier enfermedad infecciosa. Las vacunas 

utilizadas en la actualidad, en su mayoría, consisten en formas inactivadas del virus 

RHDV que generan una potente respuesta inmune tanto humoral (inducción de linfocitos 

B) (Henning et al., 2005) como celular (inducción de linfocitos T), que se traduce en la 

protección frente a la infección (Huang, 1991; Plotkin, 2005). En el caso de RHDV, y 

como ocurre en calicivirus que no pueden propagarse en cultivos celulares, la obtención 

de virus para preparar las vacunas inactivadas supone la necesidad de realizar infecciones 

experimentales de animales. Una vez han sido infectados por el virus y pasado cierto 

tiempo, los órganos dónde se concentran la mayor carga viral (hígado y bazo) son 

recogidos, homogeneizados y tratados para inactivar al virus (Huang, 1991). La 

inactivación puede realizarse de distintas formas mediante la adición de: etilenimina 

binaria (BEI) (ERAVAC, Hipra), solución de formaldehido 35 % (Pestorin Mormyx, 

Bioveta, a. s.) o formalina (Huang, 1991). 

Existen varias vacunas comerciales frente al virus clásico RHDV basadas en extractos 

de hígados de conejos infectados, seguido de la inactivación química del virus, 

demostrándose su eficacia incluso frente a la variante RHDVa clásica (Argüello, 1991; 

Read y Kirkland, 2017; Schirrmeier et al., 1999; Smíd et al., 1991). Sin embargo, la falta 

de protección frente a la nueva variante inmunizando con estas vacunas (Bárcena et al., 
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2015; Dalton et al., 2014), sugiere la necesidad de diseñar vacunas específicas frente a 

esta nueva variante del virus. 

En 2016, se comercializó en España la vacuna frente a la nueva variante RHDVb 

producida mediante el procedimiento clásico, llamada ERAVAC (Laboratorios Hipra 

S.A.). Una vacuna que combina dos tipos de virus inactivados (clásico y nueva variante) 

está disponible desde 2017, Filavac VHD K C+V (FILAVIE, F Roussay), producida en 

Francia como la primera vacuna generada frente a RHDVb pero que no se importó hasta 

2017 bajo una licencia especial. Además, con la autorización nacional, en España se 

encuentran disponibles las vacunas frente al virus RHDVb, Novarvilap (Laboratorios 

Ovejero) y Cunipravac RHD variant (Hipra). 

A pesar de la demostrada eficacia de las vacunas clásicas para producir una respuesta 

inmune protectora frente a los virus RHDV, la inaceptable práctica de infectar 

experimentalmente conejos para producirlas es la principal desventaja que presentan. Es 

por lo que los avances más inmediatos se centran en la producción de vacunas basadas en 

antígenos de la cápsida de RHDV (como la proteína VP1 completa o dominios de ella) 

producidos en el laboratorio y que, utilizando sistemas de expresión en cultivos celulares 

o larvas de insecto, permitirán evitar el procedimiento clásico para conseguir vacunas 

frente RHDV. 

1.4.2. Vacunas basadas en VLPs 

La VLP, como se ha explicado anteriormente, conforma una partícula muy similar al 

virus en cuanto a su superficie exterior dónde se encuentran los antígenos virales, lo que 

les confiere un importante potencial inmunogénico para utilizarlas como antígenos 

vacunales frente a los virus correspondientes. Además, suponen un avance muy 

importante en la producción de vacunas in vitro frente a virus como el RHDV, evitando 

la desagradable práctica de hacer infecciones experimentales de animales.  

La utilidad de las VLPs de RHDV como antígeno vacunal está más que demostrada 

por la producción de anticuerpos específicos frente al virus y la protección frente a la 

infección, en conejos inmunizados con este antígeno expresado de distintas formas. Los 

sistemas de expresión heteróloga de la proteína VP1 de RHDV para la producción de 

antígeno vacunal, han sido muy variados, desde bacterias (Boga et al., 1994; Guo et al., 

2016), baculovirus (Laurent et al., 1994; Marín et al., 1995; Nagesha et al., 1995; Pérez-
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Filgueira et al., 2007; Plana-Duran et al., 1996), levaduras (Boga et al., 1997; Fernandez 

et al., 2013), plantas (Castañon et al., 1999; Fernández-Fernández et al., 2001; Gil et al., 

2006; Mikschofsky et al., 2009), o adenovirus (Fernandez et al., 2011), hasta en forma 

de vacuna bivalente con virus mixoma recombinantes (Angulo y Bárcena, 2007; Bárcena 

et al., 2000; Bertagnoli et al., 1996; Spibey et al., 2012; Torres et al., 2000). 

Uno de los sistemas de producción de VLPs in vitro más prometedores son los 

baculovirus sobre los que se han hecho estudios de mejora de producción (López-Vidal 

et al., 2015), incluso se ha escalado la expresión de la proteína VP1 a lo que serían 

factorías vivas más complejas que los cultivos celulares como son larvas de insectos 

(Trichoplusia ni) infectadas por baculovirus (Pérez-Filgueira et al., 2007).  

Recientemente, dada la importancia de las pérdidas económicas y ecológicas 

producidas por la nueva variante de RHDV, los estudios de producción de vacunas 

basadas en VLPs se han centrado en la expresión de la proteína VP1 de RHDVb. La 

generación y caracterización de VLPs de RHDVb frente a VLPs de RHDV confirmaron 

las diferencias antigénicas mostradas por ambos virus, lo que coincide con la falta de 

protección eficiente frente a la nueva variante de las vacunas comerciales disponibles para 

RHDV clásico (Bárcena et al., 2015). De nuevo, se pone de manifiesto la necesidad de 

utilizar antígenos de la nueva variante para el desarrollo de herramientas diagnósticas y 

vacunas eficientes frente a ella. 

En un estudio muy reciente (Müller et al., 2019) se han producido VLPs de RHDVb 

(cepa 10-05 aislada en Francia en 2010, Le Gall-Reculé et al., 2013) mediante el sistema 

de expresión en baculovirus de la proteína VP1. Además, hay que destacar que la 

vacunación de conejos con estas VLPs de RHDVb indujeron una respuesta protectora 

frente a la infección por el virus. Este trabajo supone una confirmación más de la 

posibilidad de generar vacunas basadas en VLPs frente a la nueva variante de RHDVb, 

dejando atrás la metodología poco ética de la generación de vacunas inactivadas. 

1.4.3. Vacunas basadas en VLPs quiméricas de RHDV 

Las VLPs quiméricas se forman a partir de la expresión de la proteína VP1 de RHDV 

recombinante que contiene en su secuencia uno o varios epítopos heterólogos, que pueden 

encontrarse en distintas regiones de VP1 y, por tanto, situarse en diferentes partes de las 

VLPs. 
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El uso potencial y la versatilidad de VLPs de RHDV quiméricas como vectores 

vacunales ha sido ampliamente demostrado (Bárcena y Blanco, 2013; Crisci, E et al., 

2012; 2015; Luque et al., 2012; Moreno, 2016). En los estudios de vacunación con VLPs 

quiméricas que contienen epítopos B heterólogos se ha comprobado que son capaces de 

inducir en ratones una respuesta inmune protectora y la generación de anticuerpos 

neutralizantes específicos frente al virus al que pertenecen los epítopos heterólogos 

(Moreno, 2016). A su vez, se ha demostrado la elevada tolerancia que tienen las VLPs de 

RHDV frente a la inserción de varios epítopos heterólogos, al menos en las regiones 

probadas dentro del dominio P de VP1, concretamente dentro del lazo 1 del subdominio 

P2. En el caso de epítopos T heterólogos insertados en VLPs quiméricas de RHDV dentro 

del extremo N-terminal (NTA) también se ha demostrado la inducción de una respuesta 

inmune celular (Crisci et al., 2009; Crisci, E et al., 2012). 

En el caso de la vacunación frente al propio virus RHDV, sería importante pensar en 

la posibilidad que estos estudios sobre VLPs quiméricas abren a la generación de vacunas 

polivalentes, como podría ser VLPs que contengan determinantes antigénicos de distintos 

RHDV, de modo que se puedan inmunizar conejos frente a distintas variantes de RHDV 

al mismo tiempo y de forma efectiva. 

1.4.4. Péptidos sintéticos como antígenos vacunales 

En general, las vacunas peptídicas suelen dar una leve inmunogenicidad en los 

individuos vacunados, con respecto a si se usa el patógeno completo. Por tanto, se utilizan 

potentes adyuvantes, altas dosis de péptido, vacunaciones repetitivas o la conjugación con 

inductores del sistema inmune (Gil et al., 2011). Estos “carriers” con los que se pueden 

conjugar los péptidos son de naturalezas y orígenes muy variados, como la proteína KLH 

(Keyhole Limpet Haemocyanin) (Kantele et al., 2011), el polisacárido AG 

(arabinogalactano) (Huang et al., 2016) u oligodeoxinucleótidos con motivos CpG no 

metilados (Bode et al., 2011). 

En algunos casos estudiados se ha comprobado la efectividad de las vacunas peptídicas 

para producir una respuesta inmune protectora en los animales frente al virus 

correspondiente (Langeveld et al., 1994). Incluso la inmunización con un péptido 

neutralizante de sólo 14 aminoácidos conjugado con KLH se ha sugerido como un 

candidato vacunal frente a parvovirus de perro (Langeveld et al., 1995). 
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En el caso del virus RHDV, Wang et al., (2013), realizaron una inmunización de 

conejos con un péptido correspondiente a la secuencia del lazo 1 (L1) del subdominio P2 

de RHDVa. El péptido fusionado a la proteína KLH demostró la inducción del sistema 

inmune de los animales, protegiéndolos de la infección por el virus, además de la 

generación de anticuerpos frente a la proteína de la cápsida.  

Esto podría suponer una prueba de la eficacia de vacunas peptídicas basadas en las 

regiones antigénicas del subdominio P2 de RHDV. Por ello, en el presente trabajo, se ha 

realizado una prueba centrada en la vacunación frente a la nueva variante de RHDV 

mediante una inmunización con un péptido, basado en la secuencia del lazo 1 del aislado 

RHDV-Nav10/11 y conjugado con la proteína KLH. 

1.4.5. Bacterias lácticas como vacunas vivas 

Los lactobacilos son bacterias Gram positivas que se usan comúnmente para la 

conservación y fermentación de la comida. Además, constituyen una parte de la 

microbiota natural humana y, generalmente, se consideran seguros para humanos. 

Actualmente, ha aumentado el interés en el desarrollo de lactobacilos modificados como 

sistema de liberación de biomoléculas terapéuticas y profilácticas (Hanniffy et al., 2004; 

Wells y Mercenier, 2008). Por otro lado, recientes resultados han mostrado el potencial 

de lactobacilos para secretar fragmentos variables de una sola cadena y dominios 

variables de la cadena pesada de anticuerpos de llama para reducir infecciones orales y 

gastrointestinales en modelos animales (Krüger et al., 2002; Marcotte et al., 2008; Pant 

et al., 2006). 

La estabilidad y seguridad de los lactobacilos modificados genéticamente usados con 

aplicaciones médicas es la mayor preocupación. Varios sistemas se han desarrollado para 

la integración estable de genes heterólogos en el cromosoma, generando sistemas de 

expresión dependientes de nutrientes y evitando así los genes de selección mediante 

antibióticos (Hanniffy et al., 2004). Las proteínas recombinantes pueden ser secretadas al 

medio ambiente o ser expuestas en la superficie celular mediante uniones covalentes 

(Krüger et al., 2002; Oggioni et al., 1999; Wells y Mercenier, 2008) o no covalentes 

(Åvall-Jääskeläinen et al., 2002; Turner et al., 2004). 

Alguno de los sistemas de expresión integrados en el cromosoma de lactobacilos se 

basa en el gen que codifica el factor promotor de agregación (apf) de Lactobacillus 
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crispatus (Marcotte et al., 2004) para dirigir la expresión y secreción de fragmentos de 

anticuerpos, combinados con aparatos de integración sitio-específico del bacteriófago 

atemperado A2, para mediar la integración cromosomal (Martín et al., 2000; Martín et 

al., 2011). La proteína APF ha sido identificada en lactobacilos homofermentativos pero 

proteínas con la parte carboxilo terminal homóloga a APF están presentes en lactobacilos 

heterofermentativos y otras bacterias Gram positivas (Marcotte et al., 2004; Turner et al., 

2004). Esta proteína fue inicialmente descrita por su papel en la autoagregación, pero más 

recientemente se ha descubierto que está implicada en el mantenimiento de la forma 

celular (Jankovic et al., 2003; Ventura et al., 2002). La proteína APF se utiliza como 

vector molecular para la producción de fragmentos de anticuerpos debido a su alto nivel 

de secreción al sobrenadante y sistema de anclaje no covalente a la pared celular 

(Jankovic et al., 2003; Marcotte et al., 2004; Ventura et al., 2002). 

En estudios basados en la tecnología recombinante con bacterias lácticas se describió 

que la producción en lactobacilos de fragmentos de anticuerpo frente a la adhesina SAI/II 

de Streptoccocus mutans, protegía frente a caries. Más recientemente, para la 

optimización de la expresión, producción y la localización del fragmento de anticuerpo 

se han diseñado nuevos casetes de expresión que incluyen nuevas regiones entre las 

secuencias que codifican los fragmentos de anticuerpo y el gen apf (Martín et al., 2011). 

En la vacunación frente a calicivirus, se obtuvo un sistema de expresión en lactobacilos 

recombinantes que expresaba una proteína antigénica de un norovirus, lo que abría la 

posibilidad de la producción de vacunas orales frente a virus entéricos (Martín et al., 

2004). 

Uno de los principales problemas a la hora de combatir la enfermedad hemorrágica del 

conejo en entornos salvajes es que no existe la posibilidad de vacunar los conejos salvajes 

sin que ello suponga la captura y el estrés que conlleva para el animal. La vacunación oral 

es una alternativa muy válida para evitar este problema, además se ha comprobado en 

varios estudios que realizándola con distintos antígenos vacunales es capaz de inducir una 

respuesta protectora en conejos (Bertagnoli et al., 1996; Gil et al., 2006). Recientemente, 

se ha conseguido la expresión de la proteína VP1 de RHDV en una cepa atenuada de 

Salmonella typhimorium, y tras su administración oral, ha sido comprobada la inducción 

de protección frente a un aislado de RHDV clásico (Deng et al., 2019). Esto indica la 

posibilidad de utilizar bacterias como vectores vacunales. 
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El desarrollo de una vacuna oral que se pueda administrar fácilmente a las poblaciones 

salvajes y que tenga palatabilidad suficiente para ser ingerida voluntariamente por los 

conejos es importante. Por esto, hemos centrado parte del trabajo desarrollado en diseñar 

y estudiar bacterias lácticas que son capaces de expresar un posible antígeno vacunal 

frente a RHDV y, que podrían ser administradas en bebederos o a través de cebos con 

pienso. Además, como se sabe que los lactobacilos son bacterias típicas de la microbiota 

intestinal cabría la posibilidad de que colonizaran el intestino de los conejos y 

mantuviesen la exposición del animal al antígeno durante más tiempo. 

1.4.6. Vacunas marcadas 

La diferenciación de conejos vacunados o expuestos al virus circulante supone, hoy en 

día, un auténtico problema. Al igual que la incapacidad para determinar si un animal está 

vacunado frente a una u otra variante del virus RHDV. Para esto sería necesario poder 

diferenciar en sueros de animales anticuerpos que se han producido frente a un antígeno 

vacunal o tras una infección natural por el virus. Es debido a esto la importancia, no solo 

de desarrollar mejores herramientas diagnósticas, sino también el diseño de antígenos 

vacunales marcados que generen una respuesta diferenciable frente al antígeno original 

del virus. 

En ensayos de inmunización con vacunas marcadas se ha comprobado que los 

animales son capaces de generar anticuerpos específicos frente a la molécula que se utiliza 

como marcaje, como puede ser una cola de 6 histidinas (Rai et al., 2016). 

En el caso de las vacunas con VLPs, se ha comprobado que sería posible el marcaje 

con cola de histidinas sin que afectase a la estructura de la partícula, para el seguimiento 

del suministro de vacunas en animales (Koho et al., 2015). Además, se ha demostrado 

que la administración de VLPs con antígenos heterólogos expuestos en su superficie 

induce la producción de títulos altos de anticuerpos frente a dichos antígenos (Peacey et 

al., 2007). En un estudio sobre la generación de un virus mixoma recombinante que 

contenía la proteína VP1 de RHDV (Bárcena et al., 2000), se introdujo como marcador 

de la vacuna un epítopo lineal de la nucleoproteína del virus de la gastroenteritis 

transmisible (TGEV). Los resultados obtenidos demostraron la posibilidad de diferenciar 

a los animales inmunizados con el virus recombinante marcado del resto de animales. 
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2. OBJETIVOS 

Tomando en consideración los antecedentes expuestos anteriormente, el presente 

proyecto de tesis doctoral tiene como principales objetivos el estudio de la estructura 

antigénica de la cápsida del virion de la nueva variante del RHDV (RHDVb), y el 

desarrollo y evaluación de distintos antígenos vacunales efectivos frente a este virus. Por 

tanto, para el desarrollo de este trabajo de tesis doctoral nos hemos propuesto los 

siguientes objetivos concretos: 

A. Caracterización antigénica de la proteína principal de la cápsida (VP1) de la 

nueva variante del RHDV (RHDVb). 

Se llevará a cabo mediante la clonación de fragmentos parciales solapantes de la 

proteína VP1 de RHDV-Nav10/11. Dichos antígenos serán empleados en la 

caracterización de las librerías de anticuerpos monoclonales producidos frente a dos tipos 

de VLPs diferentes, pertenecientes a RHDVa o RHDVb. Se determinará la especificidad 

de esos anticuerpos frente a alguno o varios tipos de RHDV, así como el epítopo dentro 

de la proteína VP1 dónde interacciona. 

B. Análisis de la interacción de un anticuerpo monoclonal específico frente a la 

nueva variante, con su epítopo dentro de la proteína VP1. 

El estudio se centrará en un anticuerpo monoclonal que detecta específicamente la 

nueva variante de RHDV. La determinación de la región de VP1 dónde interacciona se 

ayudará de distintas técnicas de inmunodetección y de herramientas para la generación in 

silico de modelos probables de interacción antígeno-anticuerpo. Concretamente, se 

realizarán ensayos de competición con péptidos sintéticos, así como estudios de 

interacción con construcciones mutantes de la región de la proteína VP1 con la que 

interacciona para determinar la secuencia del epítopo. Por otro lado, se evaluará la 

capacidad de este anticuerpo monoclonal para neutralizar al virus. Combinaciones de este 

anticuerpo monoclonal con otros generados en este trabajo serán empleadas para el diseño 

de herramientas diagnósticas específicas frente a RHDVb. 

C. Diseño, producción y evaluación de candidatos vacunales frente a la nueva 

variante de RHDV (RHDVb) 

Los distintos candidatos vacunales se diseñarán y producirán basándonos en 

estrategias de expresión muy diferentes. En primer lugar, se diseñará una fusión con KLH 
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de un péptido sintético correspondiente a una zona predicha como antigénica del dominio 

P de VP1. Por otro lado, se producirán como posibles vacunas vivas orales, lactobacilos 

recombinantes que expresan dominios P de RHDV en distintas formas. El propio dominio 

P de la proteína VP1 de RHDV-Nav10/11 (RHDVb) se generará en forma de proteína de 

fusión con GST como otro posible antígeno vacunal. Adicionalmente, VLPs de RHDVb 

se purificarán a partir de cultivos celulares de insecto para su uso como candidato vacunal. 

Por último, todos los antígenos vacunales previamente generados serán probados en 

experimentos in vivo con conejos para la evaluación de su eficacia frente a la infección 

por el virus. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

3.1.1. Virus 

El virus RHDV-Gal08/13 utilizado en las infecciones experimentales de conejo se 

obtuvo a partir de extractos de hígado de conejos previamente inoculados con un aislado 

procedente de un brote en Galicia, facilitado por el laboratorio central de veterinaria 

(LCV) en Madrid (España). El stock vírico se comprobó previamente mediante 

secuenciación y técnicas de hemaglutinación que demuestran su pertenencia a la nueva 

variante del virus RHDV (RHDVb). 

En cuanto a la nomenclatura empleada para los aislados víricos de RHDV utilizados o 

nombrados en el presente trabajo, en la Tabla 2 se muestran los distintos nombres que 

pueden usarse y, concretamente, el que se utilizará de aquí en adelante en esta tesis. 

Tabla 2. Nomenclatura de los aislados víricos utilizados en el presente trabajo. 

 

 

 

 

 

Cuando nos referimos a virus clásicos de RHDV, se incluye a los virus pertenecientes 

a RHDV-G1 y RHDV-G6 que eran los que se aislaban antes que apareciera la nueva 

variante (RHDVb). 

3.1.2. Animales  

Para la producción de anticuerpos monoclonales frente a VLPs se inmunizaron ratones 

BALB/c procedentes de Charles River Laboratories (Massachusetts, EE.UU.). 

En los experimentos de vacunación y retos virales con conejos se utilizaron animales 

de la raza NZW procedentes de la Granja Cunícola San Bernardo (Navarra, España; CIF: 

B31286693). La edad de los conejos varía en función del experimento considerado, en 

Nombre del 

aislado 

Genogrupo o variante 

al que pertenece 

Nombre abreviado 

utilizado 

RHDV-Gal08/13 RHDVb Gal08/13 

RHDV-Nav10/11 RHDVb Nav10/11 

RHDV-Ler11/16-1 RHDVb Ler11/16-1 

RHDV-Ger06/12-2 RHDVb Ger06/12-2 

RHDV-Ast89 RHDV-G1 Ast89 

RHDV-Gal09/12 RHDVa o RHDV-G6 Gal09/12 
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algunos casos se utilizaron gazapos de edad aproximada de 30 días y en otros casos fueron 

conejos adultos de tres meses de edad (vacunación oral con lactobacilos recombinantes). 

3.1.3. Muestras de hígados  

Los extractos de hígados analizados para el diseño de una herramienta de diagnóstico 

por ELISA provenían de muestras de 88 animales, recibidas en nuestro laboratorio desde 

distintas granjas de España durante brotes de la enfermedad hemorrágica ocurridos entre 

los años 2011 y 2013. Las muestras se clasificaron en 5 grupos mediante análisis por RT-

PCR y secuenciación, atendiendo a regiones de la VP1 y de la polimerasa viral (Dalton 

et al., 2018a; Dalton et al., 2014). Los grupos que se generaron fueron: Grupo 1 (no 

infectados), que incluye extractos de hígados procedentes de 17 animales de granjas que 

no registraron brotes de la enfermedad; Grupo 2 (RHDV-G1) incluyendo 11 extractos de 

hígado de conejos infectados con diferentes aislados pertenecientes al genogrupo 1 de 

RHDV (incluyendo a la cepa de referencia RHDV-Ast89); Grupo 3 (RHDVa) que incluye 

extractos de hígado de conejos infectados por RHDVa; Grupo 4 (RHDVb) con extractos 

procedentes de hígado de 40 conejos infectados por RHDVb; y el Grupo 5 (RHDVbrec) 

que incluyó 12 extractos de conejos infectados por virus recombinantes (G1/RHDVb y 

np/RHDVb) con secuencias no estructurales pertenecientes a RHDV-G1 o a virus no 

patogénicos (Lopes et al., 2015b). 

Los extractos de hígado para analizar mediante ELISA se obtuvieron a partir de 30 mg 

de tejido hepático homogeneizado al 10 % en PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM 

KH2PO4, 8,1 mM Na2HPO4 anhidro, pH 7,5). Las muestras se clarificaron por 

centrifugación a baja velocidad (750 g) y se conservaron a -80 ºC hasta su utilización.  

3.1.4. Células procariotas 

Las bacterias competentes utilizadas para la transformación y propagación de vectores 

de ADN plasmídico con distintas construcciones fueron distintas cepas de Escherichia 

coli (E. coli), cuyos genotipos se muestran a continuación: 

- Cepa XL-1-blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIq 

Z∆M15 Tn10 (Tetr)]. 

- Cepa DH5α: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk
-, mk

+) 

phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-. 
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Por otro lado, la cepa utilizada para la expresión, inducción y posterior purificación de 

distintas construcciones fue de E. coli BL21 (DE3) cuyo genotipo es: F- ompT hsdSB (rB
-

mB
-) gal dcm (DE3). 

Las bacterias lácticas empleadas en este trabajo para la generación de lactobacilos 

recombinantes pertenecen a la especie Lactobacillus paracasei (L. paracasei) 

(previamente conocida como L. casei o L. zeae ATCC® 393 pLZ15–), actualmente 

nombrada también como BL23, y suministrada por ATCC® (American Type Culture 

Collection, Virginia, EE.UU.) 

Las distintas cepas de E. coli fueron suministradas por InvitrogenTM (Massachusetts, 

EE.UU.), salvo en el caso de la cepa XL-1-blue, facilitada por la casa comercial Agilent 

Technologies (Santa Clara, EE.UU.). 

3.1.5. Células eucariotas 

Las células utilizadas para la generación y propagación de baculovirus recombinantes, 

así como para la producción de las proteínas VP1 correspondientes, pertenecen a dos 

líneas celulares de insecto disponibles en nuestro laboratorio: High-Five (HF) o BTI-Tn-

5B1-4 (ATCC®CRL-10859) derivada de larvas de Trichoplusia ni, y Sf9 (ATCC® CRL-

1711™) procedente de ovario de Spodoptera frugiperda. Las células de insecto empleadas 

en este trabajo fueron suministradas por ATCC®. 

3.1.6. Vectores plasmídicos  

El plásmido pTriEx-VP1-N11 previamente generado en nuestro laboratorio 

(comunicación personal de KP Dalton) incluye la secuencia de VP1 de RHDV-Nav10/11 

bajo el control de tres promotores diferentes: pT7 (promotor de T7), pCMV (promotor de 

citomegalovirus), y el promotor de la polihedrina, para la expresión en bacterias, en líneas 

celulares de mamíferos y mediante baculovirus recombinantes, respectivamente. Este 

plásmido se transformó en E. coli (XL1) para su propagación y purificación y, 

posteriormente, sirvió como molde para hacer las distintas PCR y poder clonar los 

fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-Nav10/11. 

El vector plasmídico pUK21 en E. coli confiere resistencia a kanamicina, permite la 

selección de colonias blancas/azules gracias a que contiene el operón lac, derivado de un 

plásmido pUC (Vieira y Messing, 1991). En el presente trabajo pUK21 fue utilizado por 
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el laboratorio de IPLA para hacer una primera clonación de los dominios P amplificados 

por PCR y que, posteriormente, se subclonaron a un vector derivado de pEM76 (Martín 

et al., 2000) y que contiene los genes necesarios para la integración de las construcciones 

deseadas en el genoma de Lactobacillus. 

Para la clonación de fragmentos solapantes de la proteína VP1 de RHDV-Nav10/11 se 

empleó el plásmido pGex-2T dónde se introdujeron en el sitio de clonación (MCS o 

multiple cloning site) los fragmentos de PCR obtenidos y posteriormente digeridos con 

las enzimas correspondientes. Contiene la secuencia que codifica la proteína GST. 

Incluye el sitio de reconocimiento de corte por trombina y confiere resistencia a 

ampicilina, además su promotor tac es inducible químicamente por IPTG (isopropil- β-

D-1-tiogalactopiranósido). 

Para la clonación del dominio P de RHDV-Nav10/11 optimizado para su expresión en 

bacterias, fusionado con la proteína GST, se empleó el plásmido pGEX-4T-1, que incluye 

el sitio de corte por trombina y confiere resistencia a ampicilina. La expresión también es 

inducible por IPTG. 

Los plásmidos derivados de pMal-c2x contienen por separado las secuencias 

optimizadas para su expresión en E. coli de los dominios P de RHDV-Nav10/11 y RHDV-

Ast89 (pMalc2X-PdomN11opt y pMalc2X-PdomAst89opt, respectivamente). Estos 

vectores recombinantes fueron cedidos por el laboratorio del Dr. Grant S. Hansman 

(Departamento de Enfermedades infecciosas, Virología, Universidad de Heidelberg, 

Alemania). La secuencia optimizada de estos dominios P se obtuvo mediante el software 

online GeneArt® Gene Synthesis (Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, EE.UU.). 

Ambos plásmidos se utilizaron para la expresión y purificación de dichos dominios, pero 

el que contenía la secuencia de RHDV-Nav10/11, además, se empleó como molde para 

realizar los mutantes tanto puntuales como de secuencias de lazos. 

3.1.7. Péptidos sintéticos 

Los péptidos sintéticos utilizados en el ELISA de competición con 2D9 contenían las 

secuencias de los cinco lazos más externos del subdominio P2 de RHDV-Nav10/11 

(Tabla 3) y fueron sintetizados por la empresa Abyntek Biopharma® S.L. (Vizcaya, 

España). Esta empresa se encargó también de la conjugación del péptido NL15 con la 

proteína KLH (Keyhole limpet hemocyanin) para el ensayo de inmunización en conejos.  
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El péptido VP60N, basado en la secuencia del lazo 1 de RHDV-Nav10/11 (His297-

Ser310) (Tabla 3), fue sintetizado en la empresa Immunostep (Salamanca, España). 

Tabla 3. Características de los péptidos sintéticos utilizados en este trabajo. 

 

 

 

 

 

3.1.8. Fragmentos de ADN sintético 

Los fragmentos de ADN sintético que contienen una región de la secuencia del 

dominio P de RHDV-Nav10/11 con mutaciones puntuales (N387A, N387D y AT414-

415), fueron suministradas por IDT (Integrated DNA Technologies, Iowa, EE.UU.). Los 

fragmentos correspondían a la secuencia que se encuentra entre los sitios de restricción 

de Pst I (posición 111) y Not I (después del codón de parada) en el dominio P de RHDV-

Nav10/11 optimizado para su expresión en bacterias. Para obtener mayor cantidad de 

estos ADN, fue necesaria la amplificación de los fragmentos sintéticos por PCR con la 

polimerasa LA Taq y los cebadores Pst-PdomFwd (5’-CGCGCAATTGTTGGTCTGCA 

GCC-3’) y Not-PdomRev (5’-TATATGCATGCCCGCGGGCGGCC-3’). 

3.1.9. Anticuerpos 

El anticuerpo policlonal Anti-VP60N fue producido por la empresa Immunostep. Los 

sueros suministrados consistieron en un suero preinmune (entre 5-10 mL), dos sueros 

procedentes de muestras intermedias (entre 5-10 mL) en el proceso de inmunización y un 

suero final. Este suero final se empleó en Dot blot como control positivo y específico 

puesto que reacciona frente al lazo 1 del dominio P de RHDV-Nav10/11, pero no frente 

al de RHDV-Ast89. 

El suero policlonal anti-RHDV (Virlab) había sido producido previamente, en nuestro 

laboratorio, en un conejo que sobrevivió a la infección por RHDV-Ast89. El suero 

hiperinmune final se comprobó que reacciona frente a distintas zonas de la proteína de 

VP1 de distintos aislados de RHDV tanto clásico como de la nueva variante. 

Nombre Secuencia de aminoácidos 
Tamaño 

(aminoácidos) 

NL15 NASYPGSSSSNVLEL 15 

SA34 SAGSAADNPISQIAPDGFPDMSFVPFSGTTVPTA 34 

WA15 WNSSNGAPFVTTVQA 15 

TQ8 TGAPSNPQ 8 

IA13 IYGVATGINQATA 13 

VP60N CHDRGNASYPGSSSS 15 
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Los anticuerpos comerciales conjugados con peroxidasa de rábano (HRPO) empleados 

en este trabajo para la detección de inmunoglobulina G (Ig G) de conejo, ratón o cabra 

por ELISA fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania). El 

anticuerpo secundario empleado en la citometría de flujo para detectar IgGs de conejo, 

Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG H&L, fue suministrado por la casa comercial 

Abcam (Cambridge, Reino Unido). 

El resto de los anticuerpos primarios monoclonales empleados se produjeron para este 

trabajo siguiendo un protocolo establecido especificado en el apartado 3.10.4. 

El anticuerpo policlonal de cabra empleado en el desarrollo de un ELISA de detección 

de RHDVb, fue generado por la Dra. Rosa Casais (SERIDA, Servicio Regional de 

Investigación y Desarrollo Agroalimentario), mediante la inmunización con VLPs de 

RHDV-Nav10/11 purificadas. El protocolo de inmunización consistió en 5 inyecciones 

intramusculares a 1, 7, 14 y 21 días usando 500 µg de VLPs purificadas emulsionadas 

con adyuvante incompleto de Freud, la última inyección a los 28 días se realizó con 1 mg 

de VLPs por vía intravenosa. El suero obtenido al día 35 se utilizó como anticuerpo 

policlonal anti-RHDV-Nav10/11. 

3.2. MÉTODOS DE CULTIVOS CELULARES 

3.2.1. Cultivo de células eucariotas 

Las células de insecto Sf9 y HF se cultivaron en medio Insect-Xpress suplementado 

con 5 % de suero fetal bovino (SFB) inactivado, 0,5 % de penicilina/estreptomicina y 

esterilizado por filtración con membranas de 0,22 µm Millipore Express™PLUS. Los 

cultivos en suspensión (Sf9) y en monocapa (Sf9 o HF) se incubaron a 28ºC. 

El medio Insect-Xpress fue suministrado por Lonza (Basilea, Suiza), y el suero fetal 

bovino y la mezcla de antibióticos penicilina/estreptomicina por Gibco (Thermo Fisher 

Scientific™). Las membranas de filtración utilizadas en este trabajo son de la casa 

comercial Merk, Millipore (Darmstadt, Alemania). 

3.2.2. Cultivo de células bacterianas 

Las bacterias E. coli se cultivaron en medio líquido Luria-Bertani (LB) (triptona 20 

g/L, extracto de levadura 10 g/L, cloruro de sodio 10 g/L, pH 7,5). Para la preparación de 

medio sólido se añadió agar (15 g/L). Cuando fue necesario la selección de colonias por 
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color se añadió isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG, 0,1M) y 5-bromo-4-clor-3-

indolil-β-D-galactopiranósido (X-gal, 20 mg/mL). Los reactivos IPTG y X-gal fueron 

suministrados por Promega (Wisconsin, EE.UU.). 

El medio fue suplementado con ampicilina a 100 µg/mL para la selección de los 

plásmidos de interés que contienen el gen de resistencia a ampicilina. Los cultivos se 

incubaron a 37ºC, y en agitación de 250 rpm en el caso de cultivos en caldo LB. 

Las bacterias lácticas (Lactobacillus paracasei) se cultivaron en medio De Man, 

Rogosa y Sharpe (MRS) (Merk), bien en caldo o en placas con agar. El medio se 

suplementó con eritromicina en 2,5 µg/mL cuando fue necesaria la selección de 

lactobacilos transformantes. Los cultivos se incubaron a 37ºC sin agitación. 

Todos los antibióticos empleados para la selección de bacterias transformantes fueron 

suministrados por Sigma-Aldrich. 

3.2.3. Transfección de células de insecto y producción de baculovirus 

recombinantes (rBVs) 

Para la producción de baculovirus recombinantes en células de insecto se utiliza un 

bácmido que contiene el genoma del baculovirus knockout ORF1629 (BAC10:KO1629) 

(Zhao et al., 2003). La cepa de E. coli transformada con el bácmido se cultiva en 100 mL 

de medio LB con cloranfenicol (25 µg/mL) y kanamicina (25 µg/mL). El bácmido se 

purificó con el sistema Qiagen Maxi Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. El 

ADN del bácmido se linealizó con el enzima de restricción Eco 81I (5U/0,5 µg ADN) 

(Thermo Fisher Scientific™) durante 3 horas a 37 ºC y después se inactivó el enzima 

calentando a 80 ºC durante 20 minutos.  

Los vectores de transferencia que se utilizaron en la producción de VLPs en cultivos 

celulares habían sido previamente desarrollados por nuestro grupo. Los vectores pTri-Ex 

contenían por separado las secuencias de VP1 de distintos RHDV (RHDV-Nav10/11, 

RHDV-Ast89 y RHDV-Gal09/12). Se emplearon en la transfección de cultivos celulares 

de células de insecto para la generación de baculovirus recombinantes que expresaran las 

distintas VP1 mencionadas previamente. 

La introducción de ADN en células eucariotas se realizó en monocapas celulares de 

insecto con aproximadamente 1x106 células/pocillo en placa de 6 pocillos. Las mezclas 
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de transfección se prepararon con 0,5 µg de bácmido linearizado, 0,5 µg de vector de 

transferencia y 8 µL del reactivo de transfección Cellfectin® II (Invitrogen™). Una vez 

incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente, se mezclaron con 1 mL de medio 

de cultivo sin suero. Tras lavar las monocapas celulares con medio sin suero, se les añadió 

las mezclas de transfección y se incubó a 28 ºC durante al menos 4 horas. Después se 

retiraron las mezclas de transfección y se añadió medio de cultivo con suero y antibióticos 

y se dejaron a 28 ºC durante 2-5 días, dependiendo de la confluencia de las monocapas. 

El sobrenadante recuperado dónde se encuentra el baculovirus recombinante se utilizó 

para infectar con 100-200 µL un frasco de mayor tamaño (T150) con células Sf9 al 50 % 

de confluencia y, que se incubará a 28 ºC durante 5-7 días para conseguir mayor número 

de viriones (amplificación del virus). 

Para titular los stocks de baculovirus recombinantes, se utilizaron monocapas de 

células Sf9 sembradas en placas de 6 pocillos, con 1,5x106 células/pocillo en un volumen 

total de 2 mL. Una vez que las células se adhieren a las placas, se preparan diluciones 

seriadas del stock de baculovirus recombinantes, de las que se añadieron 100 µL por 

pocillo una vez retirado el medio con cuidado, y se incuban durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Seguidamente, se preparó una solución de agarosa (Sigma-Aldrich) al 3 % que 

una vez esterilizada en el autoclave, se mezcló en proporción 1:1 con medio. Se retiró el 

inóculo de baculovirus y se añadieron 2 mL de agarosa al 1,5 % por pocillo. A los 15 

minutos, ya solidificada la agarosa, se puso 1 mL de medio por pocillo, y se incubó a 28 

ºC. Pasados 4 días, se retiró el medio sobre la agarosa y se tiñeron las células con 1 

mL/pocillo de solución Rojo Neutro (0,6 mL de rojo neutro en 10 mL de PBS). Después 

de incubar a 28ºC durante 2-4 horas, se quitó el sobrenadante, se invirtieron las placas y 

se dejaron toda la noche en oscuridad a temperatura ambiente. Al día siguiente se contaron 

las placas de lisis para obtener el número de ufp/mL de los stocks de baculovirus, según 

la siguiente fórmula: 𝑁º
𝑢𝑓𝑝

𝑚𝐿
=

𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠

𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 (10−𝑛)𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑠𝑡𝑜𝑐𝑘 (𝑚𝐿) 
; donde el volumen 

inicial del stock es la cantidad en mL que se cogió de la solución de baculovirus para comenzar 

las diluciones seriadas. 

3.2.4. Transformación de células E. coli 

Las células E. coli quimiocompetentes se descongelaron en hielo, se transformaron 50 

µL de células con una cantidad de vector plasmídico entre 10 y 50 ng en un volumen de 

5 µL. Se incubó la mezcla durante 30 minutos en hielo, después se pusieron en un baño 
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térmico a 42 ºC durante 30 segundos y se incubaron de nuevo en hielo durante 2 minutos. 

Seguidamente se añadieron 500 µL de medio LB o medio SOC fresco sin antibióticos y 

las mezclas se incubaron a 37 ºC durante 1 hora en agitación a 250 rpm. Finalizada la 

incubación, Una vez pasado, las bacterias transformadas se extendieron con ayuda de un 

asa de Digralski estéril en medio sólido LB con ampicilina. Las placas de LB sembradas 

se incubaron durante unas 24 horas a 37 ºC, y las colonias aisladas de bacterias 

transformadas se re-sembraron en caldo LB con ampicilina.  

Los precultivos se realizaron en tubos con 5 mL de caldo LB con ampicilina, a 37ºC 

durante 16-18 horas y con agitación de 250 rpm. En algunos casos estos precultivos se 

usaron para extraer y purificar el ADN plasmídico y comprobar las secuencias clonadas. 

Por otro lado, cuando se usaron para escalar a cultivos de mayor volumen, se inocularon 

matraces Erlenmeyer, con 100 o 500 mL de caldo LB, con 1 o 5 mL del precultivo, 

respectivamente (dilución 1:100) y se mantuvieron a 37 ºC en agitación (250 rpm) durante 

3-4 horas hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de entre 0,4-0,6. 

3.3. MÉTODOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

3.3.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación de secuencias de ADN se realizó mediante la reacción en cadena de 

la polimerasa, utilizando los reactivos suministrados en el kit LA Taq y siguiendo las 

recomendaciones del fabricante en un termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf, 

Hamburgo, Alemania). Las condiciones de temperatura, tiempo y repeticiones de cada 

ciclo se establecieron en función de las temperaturas de fusión de los oligonucleótidos 

(Tm) y de la longitud del fragmento a amplificar. De forma general, las condiciones de 

amplificación tuvieron un paso inicial de desnaturalización a 94 ºC durante 5 minutos y 

entre 20-30 ciclos que incluían una desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, un 

paso de hibridación de cebadores a 54-62 ºC durante 30 segundos, un paso de extensión 

a 68-72 ºC de 30 segundos/kb, y una extensión final de 5 minutos. 

Para la fusión de fragmentos de ADN solapantes se realizó una reacción de PCR 

normal en la que se incluían los fragmentos a empalmar con la mezcla de reacción, pero 

en ausencia de cebadores. Las condiciones de amplificación en este caso fue una 

desnaturalización inicial de 5 minutos a 94 ºC, 15 ciclos de desnaturalización (94 ºC, 1 
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minuto), hibridación (65 ºC, 1 minuto) y extensión (72 ºC, 1 minuto) y con una extensión 

final de 5 minutos a 72 ºC. 

Todos los cebadores diseñados y utilizados en este trabajo fueron suministrados por la 

casa comercial Sigma-Aldrich. El kit de PCR que contiene la enzima LA-Taq fue 

suministrada por Takara (Shiga, Japón). 

3.3.2. Extracción de ARN a partir de hígado de conejo 

Para analizar la presencia de copias de ARN viral en las muestras de hígado tomadas 

de conejos infectados con el virus, fue necesario realizar la extracción del ARN total 

usando el sistema comercial GenElute Total Mammalian RNA mini siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). Para esto, se tomó un trozo de hígado de 

aproximadamente 10 mg, y se disgregó con ayuda de un bisturí estéril, luego una vez 

dentro de un eppendorf se añadió PBS estéril y se continuó disgregando el tejido con 

ayuda de una punta de pipeta. Se tomaron 100 µL de este homogeneizado de hígado y se 

mezclaron con el tampón de lisis del kit comercial para comenzar la extracción del ARN. 

3.3.3. RT-qPCR para cuantificación de copias de ARN viral de RHDV 

Para comprobar la presencia y cuantificar las copias de ARN viral en muestras de 

hígado de conejos infectados por el virus, se utilizó la técnica de RT-qPCR (transcripción 

inversa-PCR cuantitativa), según (Dalton et al., 2018a). Para cada ensayo de 

cuantificación, se realizó una recta patrón con muestras que contenían un número 

conocido de copias de ARN viral. La RT-qPCR se realizó en la unidad de secuenciación 

de ADN de los Servicios Científico-Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo 

empleando el sistema 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

California, EE.UU.). El análisis posterior de los datos se llevó a cabo utilizando el 

software Sequence Detection systems 7900HT Version SDS 2.3, OS Version (Applied 

Biosystems). 

3.3.4. Purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa o 

productos de PCR 

Para la recuperación de un fragmento determinado de ADN se realizó en primer lugar 

la separación electroforética de la muestra y, posteriormente, se recortó con una hoja de 

bisturí estéril la banda deseada observada con ayuda de un transiluminador de UV. La 
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extracción y purificación del ADN a partir del trozo de agarosa, se realizó con el sistema 

Wizard SV Gel and PCR Clean-up System siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Promega). El mismo kit, y siguiendo sus recomendaciones, se utilizó para limpiar 

fragmentos de ADN de sales, nucleótidos o enzimas presentes en mezclas de reacción, 

como digestiones con enzimas de restricción o reacciones de PCR. 

3.3.5. Purificación de ADN plasmídico a partir de cultivos bacterianos 

La purificación de plásmidos a partir de cultivos bacterianos se realizó a distintas 

escalas dependiendo de las necesidades de cantidad de ADN plasmídico. La purificación 

a pequeña escala se realizó partiendo de entre 2 y 4 mL de cultivo bacteriano empleando 

el sistema GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit, siguiendo las instrucciones del 

fabricante. A mayor escala los volúmenes de partida se encontraban entre 50 y 100 mL 

de cultivo, empleando el sistema GenElute™ Plasmid Maxiprep Kit y siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Los kits de purificación de ADN plasmídico fueron 

suministrados por la casa comercial Sigma-Aldrich. 

3.3.6. Cuantificación de ADN 

La estimación de la concentración de ADN se realizó mediante la comparación visual 

de la intensidad de bandas de la muestra de interés y del patrón de peso molecular tras 

una electroforesis en gel de agarosa. Para una determinación más cuantitativa se midió la 

absorbancia a 260 nm de determinada diluciones de la muestra en cubetas de plástico 

usando un Biophotometer (Eppendorf). 

3.3.7. Secuenciación de ADN  

La secuenciación de segmentos de ADN se realizó en la unidad de secuenciación de 

ADN de los Servicios Científico-Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo utilizando 

un aparato de secuenciación capilar ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems). 

3.4. ELECTROFORESIS EN GELES 

3.4.1. Electroforesis de ADN 

La separación de fragmentos de ADN de diferentes tamaños, procedentes de 

reacciones de PCR o restricción con enzimas, se efectuó mediante electroforesis en geles 
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de agarosa al 1 % en tampón TAE (40 mM Tris-acetato, 2 mM EDTA, pH 8). Las 

muestras se mezclaron con tampón de carga 6X Orange DNA Loading Dye en dilución 

1:5 (v/v) antes de cargarlas en los pocillos del gel. Para la tinción del ácido nucleico se 

añadió el colorante fluorescente RedSafe™ a la mezcla de agarosa fundida, y así poder 

observar luego el ADN con ayuda de un transiluminador. La estimación del tamaño de 

las bandas de ADN se realizó por comparación con las bandas del marcador de peso 

molecular empleado (O’Generuler 1 Kb Plus DNA Ladder). 

El tampón de carga y el marcador de peso molecular empleados fueron suministrados 

por Thermo Fisher Scientific™. Mientras que el colorante RedSafe™ es de la casa 

comercial Intron Biotechnology, Gyeonggi, Corea del Sur. 

3.4.2. Electroforesis de proteínas 

Para análisis de proteínas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), las muestras se mezclaron con tampón de 

disociación de proteínas (125 mM Tris-HCl (pH 6,8), 2 % (p/v) SDS (dodecil sulfato 

sódico), 0,62 % β- mercaptoetanol, 8,75 % glicerol y 0,01 % (p/v) azul bromofenol), se 

calentaron durante 10 minutos a 90 ºC y se centrifugaron con un pulso de unos 10 

segundos. El procedimiento de electroforesis se realizó según lo describió Laemmli, 

(1970), con geles de empaquetamiento y separación al 3,5 % y 10 % de poliacrilamida, 

respectivamente, empleando en la preparación los tampones de electroforesis a pH 6,8 

(0,5 M Tris-Cl y 0,4 % SDS) y a pH 8,8 (1,5 M Tris-Cl y 0,4 % SDS). Una vez montado 

el sistema Mini Protean III (Bio-rad, California, EE.UU.) y, en presencia del tampón de 

corrido de electroforesis (24,8 mM Tris, 192 mM glicina y 1 % SDS), se aplicó una 

intensidad de corriente de 150 mA durante 1 hora aproximadamente. Cuando fue 

necesario hacer una electroforesis en condiciones nativas, el procedimiento utilizado fue 

el mismo, pero el tratamiento de las muestras se realizó en tampón de disociación sin SDS 

ni β-mercaptoetanol. 

Después de la electroforesis, los geles pudieron tener diferentes tratamientos. En 

algunos casos se destinaron a la detección específica de proteínas mediante Western blot 

para lo que se sometieron a la transferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa. 

En otros casos, se utilizaron para mostrar la presencia y tamaño de proteínas, y/o a la 

estimación de la concentración de una determinada proteína en la muestra, para lo que se 

tiñeron con la solución Coomassie Blue (45 % metanol, 10 % ácido acético, 0,25 % azul 
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brillante). Posteriormente, se destiñeron con una solución al 7,5 % ácido acético y 10 % 

metanol, y se analizaron con ayuda del aparato Odyssey Infrared Imaging System (LI-

COR Biosciences, Nebraska, EE.UU.) y el software (Image Studio, LI-COR Inc., 

Nebraska, EE.UU.). El tamaño molecular de las proteínas se estimó con ayuda del 

marcador preteñido (Page Ruler Prestained NIR protein Ladder), mientras que la 

concentración se estimó comparando intensidades de las bandas de proteínas con las del 

marcador molecular (LMW).  

El marcador molecular preteñido y el marcador molecular LMW fueron suministrados 

por los fabricantes Thermo Scientific™ y GE Healthcare Life Science (Munich, 

Alemania), respectivamente. 

3.5. GENERACIÓN DE LACTOBACILOS RECOMBINANTES 

La generación de lactobacilos recombinantes que expresan en distintas formas los 

dominios P de RHDV-Nav10/11 o RHDV-Ast89 se llevó a cabo con supervisión de la 

Dr. Mª Cruz Martín (Instituto de Productos Lácteos de Asturias, IPLA). 

Mediante PCR a partir de las secuencias de los dominios P optimizados incluidas en 

los plásmidos pMalc2X-DomPN11opt y pMalc2X-DomPAst89opt se incluyeron los 

sitios de restricción NcoI y XbaI necesarios para realizar el subclonaje de los dominios. 

Para ello se diseñaron los cebadores correspondientes mostrados en la Tabla 4. En el caso 

del extremo 5’ de ambos tipos de dominios P (Ast89 o Nav10/11) se diseñaron 2 

cebadores que hibridaban en sitios distintos del plásmido pMalc2X donador, de forma 

que incluían (P-DomHisTNco) o no (P-DomNco) la secuencia de cola de histidinas en la 

nueva construcción (Tabla 4). Por otro lado, para el extremo 3’ cuya secuencia es 

diferente en ambos dominios P, se diseñaron dos tipos de cebadores para cada uno: uno 

de ellos sin codón de terminación para poder generar dominios P anclados a la pared 

bacteriana (P-DomASTXbans y P-DomN11Xbans) y el otro que sí incluye un codón de 

terminación para poder producir los dominios P secretables (P-DomASTXba y P-

DomN11Xba). 

Las amplificaciones de dominios P obtenidas con las secuencias deseadas añadidas se 

cortaron con los enzimas de restricción (NcoI y XbaI) al igual que el vector pUK21 en el 

que se iban a insertar los fragmentos amplificados. Se transformaron en E. coli los 

plásmidos obtenidos con las distintas construcciones de dominios P, por un lado, para la 
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expresión anclada a pared (sin codón de terminación): pIPLA1317 (Dominio P Ast89 con 

cola histidinas), pIPLA1318 (Dominio P Ast89), y pIPLA1320 (Dominio P Nav10/11); 

por otro lado, para la secreción de los dominios (con codón de terminación incluido): 

pIPLA1336 (Dominio P Ast89) y pIPLA1337 (Dominio P Nav10/11). Todas las 

secuencias se comprobaron mediante secuenciación. 

Tabla 4. Oligonucleótidos empleados en la clonación de dominios P de RHDV para la generación 

de los plásmidos integrativos. 

Nombre Secuencia (5'-3')* Longitud (nt) Polaridad 

P-DomHisTNco ACCCGCAGTTCGAAACCATGGGCCACCACCACC 33 + 

P-DomNco GTTCCAGGGGCCCATGGCCAGCAAAACCGTTG 32 + 

P-DomASTXbans GCTCTAGACAGATTAAAAACCAGGGTGC 28 - 

P-DomN11Xbans GCTCTAGACAGATTATAAACCAGGGTGC 28 - 

P-DomASTXba GCTCTAGAtcaCAGATTAAAAACCAGGGTGC 31 - 

P-DomN11Xba GCTCTAGAtcaCAGATTATAAACCAGGGTGC 31 - 

*Los nucleótidos subrayados indican los sitios de restricción generados. Las minúsculas muestran los 

nucleótidos añadidos para generar los codones de parada. 

El siguiente paso fue añadir a las secuencias de los dominios P las partes necesarias 

del gen apf para su expresión en forma secretada o anclada a la pared. Para ello se 

clonaron en una región intermedia entre las que codifican la región de la señal de 

secreción y la región de anclaje a la pared del gen apf. Esta clonación se hizo utilizando 

los sitios de restricción NcoI y XbaI del gen apf que se encontraban al final de la señal de 

secreción y principio de la región de anclaje, respectivamente. Los vectores que contenían 

las regiones del gen apf fueron generados en anteriores trabajos por el IPLA, siendo 

derivados del plásmido pEM76. Estos mismos vectores también incluían los genes de 

integración necesarios para introducir las secuencias deseadas en el genoma de 

Lactobacillus, y las secuencias six para la resolución del ADN que permite eliminar el 

ADN no deseado.  

A continuación, la cepa silvestre de Lactobacilos paracasei (BL23) se transformó 

mediante electroporación separadamente con cada uno de los plásmidos generados en E. 

coli, que incluían las secuencias de dominios P de RHDV, para su expresión anclados a 

la pared: pIPLA1322 (Dominio P Ast89 con cola de histidinas), pIPLA1324 (Dominio P 

Ast89) y pIPLA1328 (Dominio P Nav10/11); o secretados: pIPLA 1339 (Dominio P 

Ast89) y pIPLA1340 (Dominio P Nav10/11).  
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Finalmente, se siguió el mecanismo de integración de secuencias en el cromosoma de 

Lactobacilos descrito en Martín et al., 2011. Comprobando mediante PCR cada uno de 

los pasos, tanto de integración como de depuración y curación.  

3.6. GENERACIÓN Y/O PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS DE FUSIÓN Y 

DOMINIOS P DE RHDV 

3.6.1. Clonación de fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-Nav10/11 

fusionados a la proteína GST 

La clonación de los dominios de VP1 por separado en forma de fusión con GST, se 

basaron en la secuencia de VP1 de RHDV-Nav10/11 del plásmido pTriEx-VP1-

Nav10/11. Utilizando como molde dicho plásmido se realizaron PCR con los cebadores 

(Tabla 5) que incluían los sitios de restricción deseados para la clonación de los 

fragmentos solapantes en el vector pGex-2T.  

Los fragmentos solapantes que incluyen cada uno de los dominios de VP1, se cortaron 

con los enzimas de restricción correspondientes a los sitios introducidos en el paso previo: 

el dominio N con BamHI y EcoRI, el dominio S+región bisagra con Eco 31I (BsaI) y 

EcoRI, y tanto el subdominio P2+región bisagra como el subdominio P1 con BamHI y 

EcoRI. El vector pGex2T también se digirió con los enzimas correspondientes al 

fragmento a clonar y, posteriormente, se realizó la ligación con la ADN ligasa del 

bacteriófago T4. Las mezclas de ligación se transformaron en células XL-1-blue, 

siguiendo las instrucciones de la casa comercial. A partir de los clones transformados 

obtenidos se amplificaron los plásmidos y purificaron para comprobar la correcta 

inserción de las secuencias tanto por digestión con los enzimas de restricción como por 

secuenciación con los oligonucleótidos pGex5’ (5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-

3’) y pGex3’ (5’-CCGGGAGCTGCATGTGTCAA GG-3’). 

Para la obtención de extractos de células que expresan las distintas fusiones de 

fragmentos de VP1, en primer lugar, los plásmidos producidos se transformaron en 

células BL21 (DE3). Posteriormente, se prepararon preinóculos de 5 mL a partir de los 

cuáles se inocularon 1/10 matraces con 100 mL de caldo LB con ampicilina que, una vez 

alcanzaron una densidad celular de 0,4 (DO 600nm), se indujeron con una concentración 

final de 200 µM de IPTG y se incubaron a 37ºC en agitación durante 1 hora. Tras la 

inducción se recogieron los cultivos centrifugando a 4500 rpm (3900 g) durante 30 

minutos y se lavó el pellet de células con PBS. Para la rotura celular se resuspendieron 
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las células en PBS y se trataron con ultrasonidos (Digital Sonifier®, Branson, 

Connecticut, EE.UU.) a una amplitud de 50 % durante 2 periodos de 2 minutos cada uno 

con pulsos de 20 segundos y descansos de 30 segundos, manteniendo siempre la muestra 

en hielo. El extracto celular resultante se analizó mediante electroforesis (SDS-PAGE) y 

se comprobó la presencia de las proteínas de fusión. Estos extractos se utilizaron 

directamente para la caracterización antigénica de la proteína VP1. 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en la clonación de fragmentos solapantes de la proteína VP1 

de RHDV-Nav10/11. 

*Los nucleótidos subrayados indican los sitios de restricción generados para la clonación. 

Todas las enzimas de restricción empleadas fueron suministradas por Thermo Scientific™ 

en formato Fast Digest. 

3.6.2. Dominios P de RHDV-Nav10/11 fusionados a GST 

La construcción de la fusión de dominios P con la proteína GST se basó en la secuencia 

del dominio P RHDV-Nav10/11 optimizado para su expresión en bacterias que se 

encuentra en el plásmido pMalc2X-PdomN11opt. En primer lugar, se procedió a la 

subclonación del dominio al vector pGex4T1 cuyo sitio de clonación permite fusionar la 

proteína de interés con la proteína GST (glutathione S-transferase). Para ello se realizó la 

digestión enzimática de los plásmidos mencionados con los enzimas BamHI y NotI 

siguiendo las instrucciones indicadas por los fabricantes. Con la mezcla de la digestión 

de pMalc2X-PdomN11opt se realizó una electroforesis, se recortó la banda 

correspondiente al dominio P de RHDV-Nav10/11 de 1030 pb de tamaño y se purificó el 

ADN a partir del bloque de agarosa. El mismo método se siguió con la digestión de 

pGex4T1, pero la banda de ADN purificada fue la correspondiente al plásmido 

linealizado de unas 4939 pb. Para la ligación del vector y el inserto se empleó el sistema 

comercial del enzima ADN ligasa del bacteriófago T4 siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La mezcla de ligación se transformó en la cepa XL1 de E. coli, y se seleccionó 

Nombre Secuencia (5'-3')* 
Longitud 

(nt) 
Polaridad 

Fwd-DomN/BamHI GCATGCATGCGGATCCATGGAGGGCAAAGCCCGCGCGG 38 + 

Rev-DomN/EcoRI ACAGTGTACAGAATTCTGCCCGGGGCGTCTGCAACTGA 38 - 

Fwd-DomS+H/BsaI 
GTCGATTGCAGGTCTCGGATCCGGCGGTCCACCCCAACA

AGTGG 
44 + 

Rev-DomS+H/EcoRI CGTTCCAGTGGAATTCGCACGTAGAAAACCCACCGGGG 38 - 

Fwd-DomP2+H/BamHI GCCATTTGGTGGATCCACGAGCGCGATC 28 + 

Rev-DomP2+H/EcoRI ATGATGGGTGAATTCTTGCCAATAGGAGCGGCAG 34 - 

Fwd-DomP1/BamHI GGGTTGTTTGGATCCGCATCGGGTGTCATATCCACCC 37 + 

Rev-DomP1/EcoRI GCATGCATGCGAATTCTCAGACATAAGAAAAGCCATTG 38 - 



3. Material y métodos 

 

45 
 

alguno de los clones obtenidos para amplificar el plásmido, purificarlo y comprobar la 

secuencia del dominio P por secuenciación con los cebadores pGex5’ y pGex3’. 

Para la inducción y purificación de la proteína de fusión del dominio P con GST, el 

plásmido obtenido pGex4T1+PdomN11opt se transformó en la cepa BL21 de E. coli. Un 

precultivo de BL21 conteniendo el plásmido se cultivó durante toda la noche a 37 ºC en 

agitación de 250 rpm. Un matraz Erlenmeyer con 50 mL de caldo LB con ampicilina se 

inoculó con una proporción 1:10 del precultivo preparado previamente y se dejó incubar 

hasta alcanzar una densidad óptica celular a 600 nm de aproximadamente 0,6. El cultivo 

se enfrió a 20 ºC durante 1 hora en agitación a 250 rpm, y se inició la inducción añadiendo 

IPTG a una concentración final de 200 µM. Se dejó induciendo a 20 ºC toda la noche 

(unas 18 horas) en agitación a 160 rpm. Al día siguiente, el cultivo de centrifugó a 4500 

rpm (3900 g) durante 40 minutos para recoger las células y el pellet se lavó una vez con 

PBS pH7,5. Para romper las células se resuspendieron en PBS pH7,5 con 0,1 % de Tritón 

X-100 y se rompieron con ayuda de un aparato de ultrasonidos (Digital Sonifier®, 

Branson) a una amplitud de 50 % durante 2 periodos de 2 minutos cada uno con pulsos 

de 20 segundos y descansos de 30 segundos, manteniendo siempre la muestra en hielo. 

Posteriormente, se centrifugó el extracto celular a 16000 rpm (24000 g) durante 30 

minutos para separar la fracción soluble que contenía la proteína de fusión. El reactivo 

Tritón X-100 fue suministrado por la casa comercial Scharlab (Barcelona, España). 

A partir de la fracción soluble obtenida se realizó la purificación de la proteína de 

fusión GST-P, para lo que se utilizó la matriz Glutathione Sepharose® y un 

procedimiento de purificación por gravedad. En una columna de plástico para 

purificación se depositaron 200 µL de la mezcla de matriz en etanol y se dejó sedimentar. 

Se hicieron 3 lavados de la matriz con 500 µL de agua destilada cada uno, después se 

equilibró haciendo pasar 3 veces 5 mL de PBS pH7,5. Una vez equilibrada se añadieron 

5 mL de fracción soluble y se dejó interaccionar con la matriz durante 30 min en un 

agitador rotativo Orbit (J.P. Selecta S.A., Barcelona, España) a temperatura ambiente. Se 

dejó sedimentar la matriz y se recogió el material no adsorbido, y se hicieron 3 lavados 

adicionales de 5 mL cada uno con PBS pH 7,5. Posteriormente, se hicieron 3 eluciones 

añadiendo 200 µL cada vez de una solución de glutatión reducido o GSH 10 mM. En 

todos los pasos se tomaron muestras para su análisis mediante electroforesis (SDS-

PAGE). Las columnas de purificación, la matriz Glutathione Sepharose y el GSH 
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empleados fueron suministrados por Thermo Scientific™, GE Healthcare Life Science, 

Sigma-Aldrich, respectivamente.  

Cuando fue necesario cortar la proteína de fusión, estando todavía pegada a la matriz 

se le añadió 2 unidades de trombina disuelta en 200 µL de PBS y se dejó actuar toda la 

noche a temperatura ambiente. Al día siguiente se recogió la fase móvil de la columna y 

se hicieron 2 eluciones más de 100 µL cada una con PBS. Las muestras de eluidos y la 

matriz cromatográfica se analizaron mediante electroforesis para comprobar que el 

dominio P había eluido de la columna mientras que la proteína GST había quedado unida 

a la matriz.  La proteína trombina fue suministrada por GE Healthcare, Sigma-Aldrich. 

3.6.3. Dominios P fusionados con MBP y cola His-tag 

Los plásmidos pMalc2X-DomPN11opt y pMalc2X-DomPAst89opt que contienen las 

secuencias optimizadas de los dominios P de RHDV-Nav10/11 y RHDV-Ast89 se 

transformaron en la cepa BL21 de E. coli. El protocolo empleado para la inducción de la 

expresión y purificación de estos dominios P con cola de histidinas y MBP fue el 

desarrollado por Leuthold et al., (2016) para los dominios P de Norovirus humano en el 

mismo sistema de expresión. 

3.6.4. Clonación y producción de dominios P mutantes puntuales basados en 

aislados naturales de RHDVb 

Se diseñaron fragmentos de ADN sintético del dominio P optimizado de RHDV-

Nav10/11 que contienen varias mutaciones puntuales observadas en secuencias de 

aislados silvestres de RHDVb y RHDV-Ast89 (Tabla 6). Los tres fragmentos 

correspondientes a la misma región del dominio P estaban flanqueados por los sitios de 

restricción de Pst I y Not I. Por tanto, el primer paso para la clonación consistió en la 

digestión con las enzimas Pst I y Not I. El plásmido pMalc2X-DomPN11opt se digirió 

con los mismos enzimas y se ligaron los distintos fragmentos por separado, utilizando el 

enzima ligasa de ADN T4. Las mezclas de ligación se transformaron separadamente en 

E. coli XL1. Tras comprobar las secuencias de los dominios P mutantes con los cebadores 

pMalc2X-F y pMalc2X-R, se transformaron los distintos plásmidos construidos en la 

cepa BL21. La expresión de los dominios P mutantes (N387A, N3867D y AT414-15) 

fusionados con colas de histidinas y MBP, y su posterior purificación se realizó según el 

protocolo descrito en Leuthold et al., 2016. 
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Los enzimas NotI, PstI y la ligasa fueron suministrados por la casa comercial Thermo 

Scientific™. 

Tabla 6. Características de los mutantes puntuales de dominios P de RHDVb. 

Nombre del 

mutante 

Posición de los 

residuos mutados* 

Residuo original 

en RHDVb 

Residuo presente 

en el mutante 

N387A 387 Asparagina (Asn) Alanina (Ala) 

N387D 387 Asparagina (Asn) Aspartato (Asp) 

AT414-15 414 y 415 
Alanina (Ala) y 

Treonina (Thr) 

Asparagina (Asn) y 

Prolina (Pro) 

*Posición del residuo mutado dentro de la secuencia de la proteína VP1. 

3.6.5. Mutagénesis, clonación y producción de dominios P mutantes de lazo de 

VP1 de RHDV-Nav10/11 

Los cambios en las secuencias de lazos del dominio P optimizado de RHDV-Nav10/11 

por las secuencias de RHDV-Ast89 se realizaron mediante la técnica de unión de 

fragmentos solapantes mediante PCR. Las mutaciones se introdujeron mediante los 

cebadores mutagénicos (Tabla 7) y la amplificación de los fragmentos se realizó a la vez 

con esos mismos oligonucleótidos y con pMalc2X-F (5’-TCAGACTGTCGATGAAGC-

3’) o pMalc2X-R (5’-GATGTGCTGCAAGGCGAT-3’) que flanquean la secuencia del 

dominio P. Una vez obtenidos los fragmentos solapantes se fusionaron mediante una PCR 

sin cebadores, y el fragmento resultante de dominio P que contenía las mutaciones en el 

lazo elegido se amplificó con los oligonucleótidos (pMalc2X-F y pMalc2X-R). 

Posteriormente, se procedió a la digestión con los enzimas de restricción BamHI y NotI, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la purificación de la secuencia de dominio 

P mutante digerido, se ligó en el plásmido pMalc2X previamente linealizado con los 

mismos enzimas de restricción (BamHI/NotI) y tratado con fosfatasa alcalina (Fast AP™, 

Thermo Scientific™). Las mezclas de ligación obtenidas se transformaron en la cepa 

comercial de E. coli DH5α. Para comprobar la presencia de las mutaciones deseadas en 

los lazos del dominio P, los clones seleccionados se secuenciaron con pMalc2X-F y 

pMalc2x-R. 

En el caso de los mutantes del lazo 2 o lazo 3 se realizaron las mutagénesis de una 

forma más directa utilizando el sistema comercial de QuickChange Multi Site-Directed 

Mutagenesis Kit siguiendo las indicaciones del fabricante. Se emplearon dos parejas de 

cebadores mutagénicos para mutar el lazo 2 (L2-Ast89-F1/L2-Ast89-F2 y L2-Ast89-
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R1/L2-Ast89-R2) debido a la mayor longitud de este lazo y, por otro lado, los cebadores 

L3-Ast89-F y L3-Ast89-R para generar los cambios en el lazo 3. La temperatura de 

hibridación en la PCR fue de 65 ºC y las mezclas de reacción obtenidas se transformaron 

en la cepa de E. coli comercial XL10-Gold® ultracompetentes. Tanto el kit de mutagénesis 

como la cepa XL10-Gold® fueron suministrados por Agilent Technologies. 

Cuando fue necesario realizar dobles o triples mutantes de lazos se utilizó la técnica 

de mutación mediante la unión de fragmentos solapantes por PCR. Esta vez, la PCR para 

generar los fragmentos mutantes se haría a partir de un plásmido con el dominio P ya 

mutado en alguno de los lazos deseados. Por ejemplo, para el doble mutante L1L4 (doble 

mutante del lazo 1 y lazo 4), se utilizó un mutante L4 sobre el que se hizo PCR con 

cebadores mutagénicos L1-Ast89-F y L1-Ast89-R. Con el mismo sistema se generó el 

doble mutante L4L5 y el triple mutante L1L4L5. 

Los plásmidos de expresión obtenidos con dominios P optimizados mutantes en los 

lazos seleccionados, se transformaron en la cepa de E. coli comercial BL21 (DE3). La 

inducción de la expresión y purificación de estos dominios P mutantes fusionados con 

cola de histidinas y MBP generados se hizo del mismo modo que con los dominios 

silvestres de RHDV-Nav10/11 o RHDV-Ast89 (apartado 3.7.3). 

Tabla 7. Oligonucleótidos empleados en la mutagénesis de los lazos del dominio P-Nav10/11. 

Nombre Secuencia (5'-3')* Longitud (nt) Polaridad 
L1-Ast89-F 

CATGACCGTGGTAgTGCAAGCTATCCGGGTAaCAa 

CgcCAcTAATGTTCTGcAAtTtTGGTATGCCAGCGC 
71 + 

L1-Ast89-R 
GCGCTGGCATACCAaAaTTgCAGAACATTAgTGgcG 

tTGtTACCCGGATAGCTTGCAcTACCACGGTCATG 
71 - 

L2-Ast89-F1 
CTGTGGTATGCCAaCGCAGGTAGCGCAatCGA 

TAATCCGATTAGCCAGgTTGCACCGGATG 
61 + 

L2-Ast89-R1 
CATCCGGTGCAAcCTGGCTAATCGGATTA 

TCGatTGCGCTACCTGCgTTGGCATACCACAG 
61 + 

L2-Ast89-F2 
GAGCTTTGTTCCGTTTAaCGGCcCCggCaTTCCGgCC 

GCAGGTTGGGTTGGTTTTGG 
57 - 

L2-Ast89-R2 
CCAAAACCAACCCAACCTGCGGcCGGAAtGccGGg 

GCCGtTAAACGGAACAAAGCTC 
57 + 

L3-Ast89-F 
GGTATTTGGAATAGCAaCAgTGGTGCACCGaaTGT 

TACCACCGTGCAGGCATATGAACTGGGTTTTG 
67 - 

L3-Ast89-R 
CAAAACCCAGTTCATATGCCTGCACGGTGGTAACA 

ttCGGTGCACCAcTGtTGCTATTCCAAATACC 
67 + 

L4-Ast89-F 
CATATGAACTGGGTTTTGCAACAGGTGCACCGgGC 

AATCtGCAGCCGACCACCACCACCTCAGGTGC 
67 - 

L4-Ast89-R 
GCACCTGAGGTGGTGGTGGTCGGCTGCaGATTGCc 

CGGTGCACCTGTTGCAAAACCCAGTTCATATG 
67 + 

L5-Ast89-F 
GCCAAAAGCATTTATGcTGTTGtCACCGGTAcTgc 

TCAGaatcCCGCAGGTCTGTTTGTTATGGC 
65 - 
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L5-Ast89-R 
GCCATAACAAACAGACCTGCGGgattCTGAgcAgT 

ACCGGTGaCAACAgCATAAATGCTTTTGGC 
65 + 

*En minúscula se representan los nucleótidos que cambian con respecto a la secuencia de 

RHDV-Nav10/11. 

3.7. PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE PARTÍCULAS SIMILARES AL 

VIRUS (VLPs) 

Los baculovirus recombinantes que expresan las proteínas VP1 de distintas cepas de 

RHDV, se usaron para infectar cultivos de células de insecto ya fuesen monocapas de 

células HF o cultivos en suspensión de sf9. Los stocks virales se titularon previamente 

para comprobar que contenían cantidades adecuadas de viriones, como mínimo de 107 

ufp/mL.  

En el caso de la producción en células HF, monocapas celulares semiconfluentes en 

frascos de 150 cm2 se infectaron con los baculovirus recombinantes que contienen las 

secuencias de VP1 de distintas cepas de RHDV. En primer lugar, se retiró el medio de 

cultivo, dejando sólo 5 mL al que se añadió la cantidad necesaria del stock de baculovirus 

para que la infección se produjera a una determinada m.o.i. (multiplicidad de infección o 

partículas infectivas/célula). Transcurrida 1 hora de adsorción incubando a 28 ºC, se 

añadió el resto de medio de cultivo retirado antes de la infección. Los frascos se dejaron 

a 28 ºC hasta pasadas 72 horas. 

Tras 72 horas de infección, las células HF presentaron efectos citopáticos de modo que 

mostraban forma redondeada y, en su mayoría, estaban despegadas de la superficie del 

frasco. Dando unos golpes suaves en los laterales de los frascos las células se despegaron 

completamente. Las suspensiones celulares se centrifugaron a 750 g durante 10 min, 

descartando el sobrenadante, y resuspendiendo el pellet de células en PBS con inhibidores 

de proteasas (Roche, Basilea, Suiza). La rotura celular se hizo mediante ultrasonidos con 

una amplitud de entre 40-50 % y un total de 4 minutos, en pulsos de 10 segundos y 30 

segundos de descanso, manteniendo siempre las muestras en hielo. Para asegurar la rotura 

celular se pasaron los extractos por jeringas de 21G unas 10 o 15 veces. Para eliminar 

restos celulares se realizó una centrifugación a 16000 rpm (24000 g) durante 1 hora a 4 

ºC y se recogió el sobrenadante. 

El último paso de purificación fue común para ambos sistemas de expresión 

(intracelular o extracelular) se llevó a cabo mediante gradiente de densidad, para lo que 

se disolvieron 1,56 gramos de cloruro de cesio en la fracción libre de células. La 
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ultracentrifugación se realizó a 35000 rpm (125000 g) (rotor SW60, Beckman Coulter, 

California EE.UU.) durante 22 horas a 8 ºC. La banda de color blanquecino 

correspondiente a las VLPs se recuperó y se diluyo en proporción 1:3 con PBS para volver 

a centrifugar de nuevo a 45000 rpm (208000 g), durante 2 horas y 30 minutos a 4 ºC. Una 

vez decantado el sobrenadante, al pellet formado se añade PBS con inhibidores de 

proteasas y se deja a 4 ºC toda la noche. Al día siguiente se analizaron mediante 

electroforesis SDS-PAGE las VLPs obtenidas y se cuantificaron empleando el método de 

estimación por análisis de imagen (Image Studio, LI-COR) tras teñir el gel con solución 

Coomassie. 

Para la expresión y purificación de VLPs en células Sf9 en suspensión se cultivaron 

en un volumen de cultivo de 50 mL de medio X-Press sin suero fetal bovino, a 28ºC en 

agitación a 150 rpm. Cuando alcanzó una densidad celular de aproximadamente 1x106 

células/mL se infectaron con el baculovirus recombinante a una m.o.i. determinada. El 

cultivo se recogió a los 5 días post-infección (dpi). En primer lugar, para eliminar las 

células se centrifugó a 3000 rpm (1700 g) durante 10 minutos. El sobrenadante 

recuperado se centrifugó a 16000 rpm (24000 g) durante 20 minutos a 4 ºC y se descartó 

el pellet. Una vez repartido el sobrenadante en tubos para ultracentrifugación (rotor 

SW28, Beckman Coulter), se centrifugaron a 26000 rpm (89000 g) durante 2 horas y 30 

minutos a 4ºC. El medio se eliminó por decantación y, tras secar los tubos, el pellet se 

dejó toda la noche en 2 mL de PBS pH 7,5 a 4 ºC. Al día siguiente se analizaron y 

cuantificaron las muestras mediante estimación por electroforesis (SDS-PAGE). 

3.8. SECUENCIACIÓN DE LA FRACCIÓN VARIABLE DEL ANTICUERPO 

MONOCLONAL 2D9 

La secuencia de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo monoclonal 2D9 fue 

determinada mediante PCR de la región variable y amplificación rápida de los extremos 

de ADN complementario (5’ RACE o Rapid Amplification of cDNA Ends). Este 

procedimiento fue realizado por el servicio de secuenciación de hibridomas de Absolute 

Antibody Ltd (Oxford, Reino Unido). 
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3.9. MÉTODOS INMUNOLÓGICOS DE CARACTERIZACIÓN Y/O 

DETECCIÓN DE PROTEÍNAS Y ANTICUERPOS 

3.9.1. Western blot 

Las proteínas separadas electroforéticamente mediante SDS-PAGE se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa 0,2 µm (Bio-Rad) aplicando una corriente eléctrica de 150 

mA durante 1 hora en un aparato de transferencia húmeda (Semi-Phor TE70, Hoefer 

Scientific Instruments, California, EE.UU.). La electrotransferencia se desarrolló en 

presencia de tampón de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina y 20 % metanol, pH 

8,8). Las membranas se tiñeron con una solución de rojo Ponceau S al 0,01 % en ácido 

acético al 0,1 % para verificar la transferencia de las proteínas y se destiñeron con PBS 

en agitación. 

Los sitios inespecíficos de unión de anticuerpos se bloquearon incubando la membrana 

en una solución de leche desnatada en polvo (Central Lechera Asturiana) al 5 % en PBS 

durante 45 minutos a temperatura ambiente en agitación. Tras realizar dos lavados de 5 

minutos cada uno con PBS-Tw se añadió el anticuerpo primario, diluido en una solución 

de leche desnatada al 0,5 % en PBS-Tw (0,05 % de Tween 20 en PBS), y se incubó 

durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación o bien toda la noche a 4 ºC. Después 

de retirar la solución que contiene el anticuerpo primario se realizaron dos lavados con 

PBS-Tw durante 10 minutos en agitación. A continuación, se añadió el anticuerpo 

secundario conjugado con un fluorocromo en la solución de leche al 0,5 % en PBS-Tw y 

se dejó incubando durante 1 hora en oscuridad y agitación a temperatura ambiente. 

Transcurrido el tiempo se retiró el anticuerpo secundario, se lavaron los filtros 

abundantemente con PBS-Tw tres veces durante 10 minutos en oscuridad y agitación. El 

revelado se realizó con ayuda del aparato Odyssey. 

3.9.2. Dot blot 

Sobre una membrana de nitrocelulosa se depositaron directamente gotas de extractos 

celulares o preparaciones purificadas de las proteínas deseadas en un volumen máximo 

de 1 µL por punto (o dot). Se dejaron secar al aire durante 15 o 20 minutos y el 

procedimiento a seguir fue similar al de Western blot (apartado 3.9.1) comenzando con 

el bloqueo de los sitios inespecíficos de unión de anticuerpos. 
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3.9.3. ELISAs para selección de hibridomas productores de anticuerpos 

monoclonales frente a VLPs 

Se realizó una primera selección mediante ELISA de hibridomas que producen 

anticuerpos monoclonales generados frente a VLPs (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 o 

RHDV-Gal09/12). Para ello, se tapizaron placas de 96 pocillos de fondo plano (Nunc™ 

MaxiSorp) con 100 ng de VLPs por pocillo diluidas en PBS 1mM a pH 7,3 con azida 

sódica al 0,05 % (PBS-AS). Las placas se incubaron durante toda la noche a 4ºC. Al día 

siguiente, se descartó el sobrenadante, se añadió la solución de bloqueo (1 % BSA en 

PBS-AS) y se dejó durante 1 hora a 37ºC. La placa se lavó tres veces con 200 µL de PBS-

Tw por pocillo. Seguidamente, se añadieron 100 µL de los sobrenadantes procedentes de 

los cultivos de hibridomas y se incubaron durante unas 2 horas a 37 ºC. Tras tres lavados 

con PBS-Tw, se añadieron 100 µL por pocillo de una dilución 1/1000 del anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa (Goat Anti-Mouse IgG (γ-chain 

specific)-Peroxidase), en solución de bloqueo, dejando reaccionar a 37 ºC durante 2 

horas. Se hicieron dos lavados con PBS-Tw y se revelaron las placas mediante adición de 

100 µL/pocillo de TMB (3, 3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina), observando el desarrollo de 

color y se paró la reacción con 100 µL 2M de ácido sulfúrico (H2SO4). Se midió la 

absorbancia a 450 nm de longitud de onda.  El sustrato TMB fue suministrado por Sigma-

Aldrich. 

3.9.4. ELISAs tipo sandwich 

Placas de ELISA de 96 pocillos con fondo plano (Corning Inc., Nueva York, EE.UU.) 

se tapizaron durante toda la noche (18 horas) a 4 ºC con 100 ng/pocillo de anticuerpo 

monoclonal purificado (2D9 o 3A10) o suero policlonal de cabra, diluido en 100 µL de 

tampón carbonato-bicarbonato (Sigma-Aldrich). Las placas se lavaron una vez con 200 

µL/pocillo de PBS-Tw y se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con 150 

µL/pocillo de extracto de levadura al 1 % en PBS-Tw. Después de un lavado, se añadieron 

100 µL de una dilución 1:80 en solución de bloqueo de los extractos de hígado, por 

duplicado y se incubó durante 1 hora a 37 ºC. Tras 5 lavados con 200 µL de PBS-Tw, se 

añadieron los anticuerpos correspondientes. Las placas tapizadas con monoclonales se 

incubaron con 100 µL de suero policlonal de cabra anti-RHDV-Nav10/11 diluido 100 

veces en solución de bloqueo, mientras que las placas tapizadas con el suero policlonal 

de cabra se incubaron con 100 µL del monoclonal correspondiente (2D9 o 3A10) diluido 
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1000 veces. La incubación se realizó durante 1 hora a 37 ºC. Las placas se lavaron 5 veces 

y se incubaron durante 1 hora a 37 ºC con 100 µL de proteína G conjugada con peroxidasa 

o anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa diluido 1500 veces en solución 

de bloqueo. Por último, se lavaron las placas 5 veces y se añadió el sustrato de la 

peroxidasa, o-fenilendiamina, y se incubo 15 minutos en oscuridad. La reacción se paró 

con ácido sulfúrico 3M y se midió la absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Sigma-

Aldrich, modelo 680). 

La proteína G conjugada con peroxidasa utilizada es de la casa comercial Thermo 

Fisher Scientific™. 

3.9.5. ELISAs para la determinación de la presencia de anticuerpos frente a 

RHDV u otros antígenos en sueros de conejos 

Para la determinación de la presencia de anticuerpos frente a RHDV en muestras de 

sueros de conejos se empleó el sistema comercial INgezim RHDV 17.RHD.K1 

(INGENASA S.A., Madrid, España) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

En algunos casos se realizó una variante propia del ELISA indirecto utilizando como 

antígenos distintas VLPs o los propios antígenos vacunales que se administraron en las 

inmunizaciones experimentales. Estos antígenos se tapizaron en la placa en la cantidad 

de 100 ng/pocillo diluidos en PBS, dejándolos durante toda la noche a 4 ºC. Al día 

siguiente, tras retirar el sobrenadante de la placa, se añadieron 200 µL/pocillo de la 

solución de bloqueo (1 % de extracto de levadura en PBS-Tw) y se dejó durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados con 200 µL de PBS-Tw/pocillo y se 

añadieron diluciones de los sueros de conejo (generalmente se probaron en dilución 

1/200) en solución de bloqueo. La placa se incubó durante 1 hora a 37 ºC, y después se 

hicieron 5 lavados. A continuación, se pusieron 100 µL de una dilución 1/3000 en 

solución de bloqueo del anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con 

peroxidasa (Anti-Rabbit IgG (whole molecule)-HRPO). Tras la incubación a 37 ºC 

durante 1 hora, se lavó 5 veces la placa. El revelado se realizó añadiendo 100 µL de TMB, 

dejando durante 5-10 minutos en oscuridad y parando la reacción con 100 µL de H2SO4 

3N. La densidad óptica se midió a 450 nm.  
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3.9.6. ELISAs con anticuerpo monoclonal 2D9 purificado 

En el caso del ELISA de competición con péptidos sintéticos, en primer lugar, hay que 

determinar la cantidad de anticuerpo monoclonal 2D9 que da un valor de densidad óptica 

a 450 nm de 2. Para ello, en una placa tapizada con 100 ng de VLPs de RHDV-N11 se 

probaron distintas diluciones del anticuerpo primario 2D9. Se determinó que la dilución 

1/8000 era la deseada para realizar los posteriores ensayos de competición. Teniendo esto 

en cuenta, en los ensayos de competición se probaron diluciones seriadas en base 10 en 

solución de bloqueo (1 % ext. levadura en PBS-Tw) de los péptidos sintéticos. Dichas 

diluciones se mezclaron en proporción 1:1 con la dilución 1/4000 del anticuerpo 2D9 

(dilución final de 1/8000). El control positivo se preparó del mismo modo, pero sin 

péptidos sintéticos. Las mezclas anticuerpo-péptidos se dejaron preincubando a 37 ºC 

durante 2 horas. Tras hacer 3 lavados de la placa con las VLPs, se añadieron 100 

µL/pocillo de las mezclas de péptidos y anticuerpo y se incubaron durante 2 horas a 37 

ºC. Tras 5 lavados con PBS-Tw, se pusieron 100 µL/pocillo de una dilución 1/5000 del 

anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa (Goat Anti-Mouse IgG 

Peroxidase). Tras una incubación de 1 hora a 37 ºC, se lavó la placa 5 veces y se añadió 

100 µL de la solución de revelado TMB, observando el desarrollo de color. La reacción 

se paró con 100 µL 3N de ácido sulfúrico (H2SO4) y se midió la densidad óptica a 450 

nm de longitud de onda. 

Para los ensayos de interacción de 2D9 con distintos mutantes de dominios P, se tapizó 

la placa de ELISA con distintas cantidades de las construcciones mutantes, diluidas en 

PBS. Se dejaron toda la noche a 4 ºC y al día siguiente se eliminó el exceso. Se añadió 

100 µL de solución de bloqueo dejándolo durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras un 

lavado, el anticuerpo monoclonal 2D9 se añadió en dilución 1/8000 y se incubó 1 hora a 

37ºC. El resto del procedimiento se realizó como en el ELISA explicado previamente. 

3.9.7. Citometría de flujo con lactobacilos 

Los distintos lactobacilos recombinantes que expresan dominios P anclados a la pared 

celular se cultivaron en medio MRS broth en presencia de eritromicina, hasta una 

densidad celular de 0,8 (DO600nm). Alícuotas de 200 µL de cada cultivo se recogieron 

y centrifugaron a baja velocidad (700 g) durante 5 minutos. Los sedimentos de células se 

lavaron tres veces con PBS y, al final se resuspendieron en 100 µL de PBS. Se añadieron 

100 µL de una dilución 1/100 del suero policlonal Virlab a cada sedimento celular y se 
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incubó durante 1 hora en hielo. Se hicieron tres lavados con PBS por centrifugación y se 

volvieron a resuspender en 100 µL de PBS. Se añadió 100 µL de una dilución 1/100 del 

anticuerpo secundario que reconoce inmunoglobulina G de conejo (Alexa Fluor® 488 

goat anti-rabbit IgG H&L), y se incubó en hielo durante 30 minutos. Las células se fijaron 

con paraformaldehido al 2 % en PBS. Se lavaron de nuevo con PBS y se resuspendieron 

en PBS para su análisis en el Servicio de Ensayos Biotecnológicos y Biomédicos, 

utilizando un citómetro de flujo Cytoflex S (Beckman Coulter). 

3.9.8. Hemaglutinación de glóbulos rojos humanos 

Para la realización del ensayo de hemaglutinación con las construcciones de dominios 

P de RHDV-Ast89 y RHDV-Nav10/11 se utilizaron glóbulos rojos humanos de dos tipos: 

tipo 0 y tipo B; facilitados por el Centro Comunitario de Sangre y Tejidos de Asturias 

(Oviedo, Asturias). Para lavar los glóbulos rojos se tomó 1 mL a partir de los pellets de 

glóbulos y se transfirieron a un tubo falcon de 15 mL que contenía 9 mL de PBS frío (a 

4ºC) y se mezclaron suavemente por inversión. Se centrifugaron a 770 g durante 4 

minutos a 4ºC para sedimentar los glóbulos rojos. Se retiró el sobrenadante y se volvió a 

añadir 9 mL de PBS frío. Estos lavados se repitieron un total de 5 veces. Tras el último 

lavado se reservó a 4ºC el pellet de glóbulos con una fina capa de PBS por encima para 

poder conservarlos en buen estado durante uno o dos días. 

Para el ensayo de hemaglutinación se utilizaron placas de 96 pocillos con fondo cónico 

(Nunc™). Se depositaron 50 µL de PBS frío en todos los pocillos de la placa y se hicieron 

diluciones seriadas en base 2 de las construcciones de dominios P correspondientes o de 

las VLPs incluidas en el ensayo como controles positivos. En la primera dilución de 

dominio P se añadió 14 µg de la fusión con MBP y cola de histidinas en 50 µL, mientras 

que de las VLPs se añadieron 10 µg en 50 µL en el primer pocillo. Estas cantidades se 

calcularon para poner estequiométricamente la misma cantidad de dominios P en forma 

de fusión y formando parte de VLPs. Las diluciones ensayadas para cada proteína o 

partícula a probar fueron desde 1/21 hasta 1/222, manteniendo el último pocillo de todas 

las filas como control negativo sin ningún tipo de dominio P o VLP. A continuación, se 

añadió 100 µL de una dilución de glóbulos rojos al 0,8 % en PBS a todos los pocillos de 

la placa y se incubaron a 4 ºC durante 1 hora. Finalizada la incubación se hizo la lectura 

de las diluciones dónde se observaba hemaglutinación. Se realizó en paralelo la 

hemaglutinación de glóbulos rojos humanos tipo 0 y tipo B en placas por separado. 
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3.10. EXPERIMENTACIÓN ANIMAL 

El mantenimiento de animales y los diseños experimentales realizados en este trabajo se 

llevaron a cabo de acuerdo con el Real Decreto 53/2013 que adopta la directiva europea 

2010/63/UE, relativa a la protección de los animales utilizados para fines científicos. 

Además, los procedimientos en la experimentación animal realizados fueron autorizados 

por el Comité de Ética de la Investigación del Principado de Asturias y con la autorización 

final de la Consejería de Agroganadería y Recursos Autóctonos del Principado de 

Asturias (PROAE 01/2014). 

3.10.1. Inmunización de conejos 

En todos los casos antes de comenzar los experimentos se comprueba que los animales 

no tienen anticuerpos frente a RHDV (INgezim RHDV, INGENASA S.A.). Se identifican 

individualmente con un número que se les pinta en la parte interna de ambas orejas. 

Los antígenos vacunales que se emplearon en las distintas inmunizaciones se 

prepararon previamente en las concentraciones necesarias y en presencia o ausencia de 

adyuvantes. Las inyecciones se hicieron en un volumen de 0,5 mL por animal, por vía 

subcutánea en el lomo de los conejos. Aquellos animales considerados controles se 

inyectaron de la misma forma, pero con la solución sin antígeno a probar, ya fuese PBS 

o PBS con adyuvante. 

El seguimiento en la producción de anticuerpos se realizó mediante extracciones de 

sangre de la vena marginal de la oreja. Tras separar el suero de las células sanguíneas se 

determinó la presencia de anticuerpos frente a RHDV. 

3.10.2. Retos con virus RHDV 

Las infecciones de conejos con virus RHDV se realizaron por vía subcutánea 

utilizando un volumen de 500 µL por animal de la dilución determinada del stock de 

virus. 

Seguidamente a las infecciones se comprobó cada 12 horas el estado general de los 

animales. En algunos casos dónde se observó una postración y posible sufrimiento de los 

animales éstos se sacrificaron por sobredosis anestésica. 
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La eutanasia de los conejos se realizó mediante sobredosis del anestésico Pentobarbital 

sódico (Dolethal), calculando la dosis necesaria por animal según las indicaciones del 

fabricante (Vetoquinol S.A., Lure, Francia). 

3.10.3. Neutralización del virus RHDV-Gal08/13 con anticuerpos monoclonales 

Los anticuerpos monoclonales 2D9 y 3A10 empleados en la neutralización del virus 

RHDV-Gal08/13 de la nueva variante fueron purificados y suministrados por Certest. Las 

cantidades de anticuerpo utilizados por separado para neutralizar el virus fueron de 17,2 

µg. Homogeneizados del virus al 10 % en PBS estéril se mezclaron con la cantidad 

indicada de 2D9 o 3A10, y se incubaron durante 45 minutos a 37 ºC con agitación cada 

15 minutos. Para hacer la prueba de neutralización en animales, se diluyeron las mezclas 

con PBS estéril para inocular a cada animal, por vía subcutánea, una dosis de 500 µL de 

una dilución 1/100000 (10 veces la DL50) del homogeneizado original del virus. 

3.10.4. Generación de anticuerpos monoclonales 

Para la generación de anticuerpos monoclonales frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 o 

RHDV-Gal09/12 se inmunizaron ratones BALB/c con una dosis de 100 µg de VLPs en 

PBS cada 15 días. Se realizaron un total de 5 inmunizaciones por vía intraperitoneal. El 

proceso de inmunización de ratones y producción de hibridomas seleccionados, llevado 

a cabo por el laboratorio de Biotecnología y cultivos celulares de Servicios Científico-

Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo, siguió procedimientos estándar 

(Fernández-Sánchez et al., 2009). Los hibridomas seleccionados se subclonaron dos 

veces por dilución limitante, y se adaptaron progresivamente a medio libre de proteínas 

y suero UltraDOMA™ (Lonza) para la producción de anticuerpos monoclonales. La 

purificación de anticuerpos a partir de los sobrenadantes se realizó mediante una 

cromatografía de interacción hidrofóbica usando una columna de fenil-sefarosa y un 

sistema ÄKTA de cromatografía líquida rápida de proteínas (FPLC). La columna y el 

sistema ÄKTA de cromatografía son de la casa comercial GE Healthcare Life Science. 

La determinación del isotipo de inmunoglobulina producido por los hibridomas se realizó 

empleando el sistema comercial de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratón 

IsoTrip™ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). 
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3.11. PROGRAMAS INFORMÁTICOS 

3.11.1. Análisis de secuencias de ADN y proteínas 

Se empleó el programa Vector NTI Suite 8 (InforMax, Inc., Maryland, EE.UU.) en el 

diseño de construcciones recombinantes o mutantes, diseño de oligonucleótidos y 

predicción de sitios de restricción, así como, la construcción de las secuencias 

aminoacídicas procedente de proteínas de fusión o mutantes. 

Con el programa Chromas v2.6.4 (Technelysium Pty Ltd., Queensland, Australia) se 

visualizaron los resultados de secuencias nucleotídicas procedentes de la Unidad de 

Secuenciación. La aplicación Align de Vector NTI se utilizó para procesar y comprobar 

fragmentos de ADN secuenciados. 

Los alineamientos mostrados en figuras de las secuencias de ADN y proteínas en el 

presente trabajo se realizaron con la aplicación de MegAlign (Lasergene 7.0, DNASTAR, 

Inc., Wisconsin, EE.UU.). 

Los mapas de los vectores de integración para la generación de lactobacilos 

recombinantes se obtuvieron mediante el uso del sistema SnapGene® Viewer 3.3.4. 

El programa informático PyMOL v1.1 (Molecular Graphics System, DeLano Scientific 

LLC., California, EE.UU.) fue utilizado en la presentación de modelos tridimensionales 

de proteínas. La predicción de los modelos de interacción entre proteínas se hizo con la 

plataforma informática disponible en internet ClusPro 2.0 (Protein-protein docking, 

Structural Bioinformatics Lab, Universidad de Boston, Massachusetts, EE.UU.). Por otro 

lado, la herramienta informática utilizada para la generación de un modelo de la fracción 

variable de 2D9 fue PIGS (Prediction of Immunoglobulin Structure) (Marcatili et al., 

2008). 

3.11.2. Visualización y análisis de imagen 

Las imágenes resultantes de análisis por Western blot, Dot blot o geles de proteínas 

teñidos con Coomassie se analizaron y/o mostraron con ayuda del software Image Studio 

v5.2.5 (LI-COR). 
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3.11.3. Tratamiento de datos y análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos de este trabajo se realizaron con el apoyo de la Unidad de 

Consultoría Estadística de los Servicios Científico-Técnicos de la Universidad de Oviedo. 

El programa utilizado fue el programa R (R Development Core Team), versión 3.4.4 

(Team Core, 2018). 

Los datos de densidad óptica obtenidos mediante ELISA de competición con péptidos 

sintéticos se normalizaron en porcentajes con respecto al control positivo (sin péptidos) 

y se corrigieron también con el control negativo (pocillos sin tapizar), siguiendo el 

procedimiento sugerido por (Sanchez et al., 2002) y empleando la siguiente fórmula: 

% DO relativa = 
𝐷𝑂 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐷𝑂 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜

𝐷𝑂 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜−𝐷𝑂 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑥100 

Posteriormente, se compararon los porcentajes de densidad óptica relativa con respecto 

al control positivo, que sería el valor de 100 %, a través del test t de Student o test de 

Wilcoxon para una muestra, según se verificase o no la hipótesis de normalidad. El nivel 

de significación empleado es de 0,05. El mismo tratamiento de datos y análisis estadístico 

se realizó para los resultados de densidad óptica obtenidos en los ELISAs con los 

dominios P de RHDV-Nav10/11 mutantes. En ese caso, la normalización de los datos se 

hizo con respecto a la señal de 2D9 obtenida frente al dominio P de RHDV-Nav10/11 

nativo (control positivo), y considerando como control negativo la señal frente al dominio 

P de RHDV-Ast89. 

Para los datos de densidad óptica obtenidos en sueros de animales vacunados 

oralmente con lactobacilos recombinantes, los análisis estadísticos consistieron en, una 

vez obtenida la verificación de normalidad o no de los datos, y tras un análisis de la 

homogeneidad de la varianza, se realizó un test de Tukey o un test t de Student. Si los 

datos obtenidos no seguían la normalidad y las varianzas no eran homogéneas el test 

empleado fue Krukal-Wallis.  

Para determinar las diferencias en los niveles de anticuerpos en un mismo suero frente 

a distintas VLPs, como en el caso del experimento de vacunación con extractos de larvas 

que expresan VLPs, VLPs purificadas o P-GST, se hicieron distintos análisis estadísticos 

en función de si los resultados de densidad óptica obtenidos mediante ELISA seguían o 
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no la normalidad. En el primer caso se hicieron test de T-Student o test Welch y, en el 

segundo caso, test de Wilcoxon. 
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4. RESULTADOS 

4.1. CARACTERIZACIÓN ANTIGÉNICA DE LA PROTEÍNA PRINCIPAL DE 

LA CÁPSIDA (VP1) DE LA NUEVA VARIANTE DEL RHDV (RHDVb) 

Las existencia de diferencias antigénicas en la cápsida del virus clásico y la nueva 

variante de RHDV ha sido demostrada anteriormente (Bárcena et al., 2015; Dalton et al., 

2012). Actualmente, hay disponibles anticuerpos monoclonales producidos frente a VP1 

de RHDV clásico (Capucci et al., 1995). En el presente trabajo nos hemos propuesto la 

caracterización de anticuerpos monoclonales frente a RHDVb y la producción y 

caracterización de anticuerpos monoclonales frente a un aislado de RHDVa y, así, poder 

disponer de anticuerpos monoclonales que sean específicos frente a esos virus y otros que 

reconozcan a la vez varios tipos de RHDV. Con estas herramientas se realizaría un mejor 

estudio de las diferencias antigénicas entre ambos virus. A su vez, se espera obtener 

herramientas con aplicaciones diagnósticas, así como, información útil para generar 

posibles vacunas frente al virus. 

4.1.1.   Producción de anticuerpos monoclonales frente a VP1 de distintos 

aislados de RHDV (RHDVb y RHDVa) 

Para abordar este objetivo, en primer lugar, se procedió a la producción de las VLPs 

de ambos tipos de RHDV. Para ello se disponía del gel de la proteína VP1 completa 

clonado en construcciones de baculovirus que se propagaron en células de insecto. La 

capacidad de autoensamblaje de esta proteína dio lugar a la formación de VLPs que 

posteriormente fueron purificadas por ultracentrifugación. Este procedimiento se realizó 

con dos secuencias de VP1 pertenecientes a distintos aislados de RHDV, uno de la nueva 

variante, RHDVb (RHDV-Nav10/11) y otro del tipo RHDVa (RHDV-Gal09/12) 

perteneciente a un aislado caracterizado en nuestro laboratorio a partir de un caso de RHD 

ocurrido en Galicia. 

La inmunización de ratones (BALB/c) se realizó en las instalaciones de los Servicios 

Científico Técnicos de la Universidad de Oviedo por separado para cada uno de los tipos 

de VLPs (RHDV-Nav10/11 y RHDV-Gal09/12). Se hicieron un total de 5 

inmunizaciones, cada una con una dosis de 100 µg de VLPs por animal. Las células 

hibridomas generadas se multiplicaron en cultivo y los sobrenadantes dónde liberaban los 

anticuerpos producidos, posteriormente, se analizaron mediante diferentes técnicas 

inmunológicas. La producción de anticuerpos monoclonales con un cierto interés para 
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nuestro estudio fue la causa por la que se seleccionaron algunas cepas de hibridomas para 

seguir con los procesos de subclonación y obtención de mayor cantidad de sobrenadantes 

para la posterior caracterización de los anticuerpos que producen. 

Según la reactividad de los anticuerpos obtenidos a partir de los hibridomas, se 

seleccionaron y subclonaron algunos de ellos obteniendo varios hibridomas cuyos 

sobrenadantes también se analizaron posteriormente, mediante ELISA o Dot blot 

observando si mantenían la reactividad inicial o si por el contrario la perdían, y por tanto 

tenían que ser descartados. Todos los hibridomas originales y posteriores subclones 

obtenidos tras la inmunización con cada una de las VLPs se especifican en la Tabla S1 

del Anexo. 

4.1.2. Estudio de la especificidad de los anticuerpos monoclonales 

Tras la generación de los hibridomas iniciales se analizó la reactividad frente a VLPs 

mediante ELISA indirecto de los anticuerpos presentes en los sobrenadantes de los 

cultivos cuyos resultados determinarían la idoneidad de los hibridomas para seguir con 

su cultivo y posterior subclonación. Para ello, se produjeron VLPs de un aislado de 

RHDV del genogrupo 1 (RHDV-Ast89), para poder comparar la reactividad de los 

anticuerpos monoclonales frente a RHDV-Ast89, RHDV-Gal09/12 y RHDV-Nav10/11. 

El sistema empleado para la producción de estas VLPs fue el mismo que para las 

anteriores mencionadas, a partir de un vector pTriEx con la secuencia completa de VP1 

de RHDV-Ast89 (laboratorio de F. Parra) para la generación de baculovirus 

recombinantes y su expresión en células de insecto. 

El trabajo de producción de anticuerpos monoclonales mediante la inmunización con 

VLPs de RHDV-Nav10/11, así como la subclonación y selección mediante reactividad 

por Dot blot de los hibridomas obtenidos, se había realizado con anterioridad al inicio de 

este trabajo de tesis. Por tanto, no se muestran los resultados obtenidos en los análisis 

intermedios de los distintos subclones, sino que se mostrará, más adelante en el apartado 

4.1.4, la caracterización que se ha realizado de los anticuerpos producidos por los 

hibridomas ya seleccionados, según su reactividad frente a distintos tipos de VP1. Los 

cinco subclonados y seleccionados en el laboratorio de F. Parra se denominaban 2D9.23, 

3A10.14, 8E10, 6B9.8 y 2A11.14. La reactividad obtenida en los análisis por Dot blot 

frente a VP1 de distintos RHDV se muestran en la Tabla 8 (datos cedidos por el 

laboratorio F. Parra). Como puede observarse, los anticuerpos producidos por los 



   4. Resultados 

64 

 

hibridomas 3A10.14, 2A11.14, 6B9.8 y 8E10 parecían reconocer tanto a las VLPs 

pertenecientes a aislados del virus clásico RHDV-G1 como de la nueva variante RHDVb. 

Sin embargo, el anticuerpo producido por 2D9 mostró ser específico frente a VLPs del 

aislado de la nueva variante RHDV-Nav10/11. 

Tabla 8. Reactividad en Dot blot de anticuerpos monoclonales frente a distintos 

tipos de VP1. 

Los resultados de los ELISAs para los hibridomas iniciales obtenidos tras la 

inmunización de los ratones con las VLPs de RHDV-Gal09/12 se muestran en la Figura 

6. En el caso de la inmunización de ratones con VLPs de RHDVa se obtuvieron nueve 

clones distintos de hibridomas nombrados como 7, 11, 12, 30, 51, 78, 82, 105 y 125, que 

parecen producir anticuerpos frente a esas VLPs (Figura 6). Sin embargo, en el primer 

escrutinio por ELISA indirecto se observan diferencias importantes en la intensidad de 

reacción frente a las VLPs. Los hibridomas numerados como 7, 30, 51 y 105 dan valores 

aparentemente muy inferiores a los sobrenadantes de los hibridomas 78 y 82 (Figura 6), 

incluso algunos de ellos, 11 y 12, presentan valores cercanos al punto de corte de la 

técnica de ELISA. 

 

 

 

 

 

 

Subclones seleccionados VLPs RHDV-Ast89 VLPs RHDV-Nav10/11 

2D9.23 - + 

3A10.14 + + 

2A11.14 + + 

6B9.8 + + 

8E10 + + 

Nota:  Reacción positiva (+); no se observa reacción (-). 
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Figura 6. Análisis de la producción de anticuerpos en distintos hibridomas 

mediante ELISA indirecto frente a VLPs de RHDV-Gal09/12. 
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Los mismos sobrenadantes obtenidos de los hibridomas iniciales se analizaron 

mediante Dot blot para investigar su reactividad frente a los distintos tipos de VLPs de 

RHDV (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 y RHDV-Gal09/12). Los resultados de todas 

las pruebas de reactividad se muestran en la Figura 7. 

En el caso de los hibridomas generados tras la inmunización de ratones con VLPs de 

RHDVa, el hibridoma 11 no produce anticuerpos capaces de reconocer a cualquiera de 

los tipos de VLPs, confirmando los resultados obtenidos en ELISA frente a VLPs de 

RHDVa (Figura 6). Por esta razón, se descartó su uso en las siguientes subclonaciones y 

análisis de reactividad y caracterización de anticuerpos. Los sobrenadantes de los 

hibridomas 7 y 105 parecen reaccionar frente a VLPs de RHDVa, aunque también 

interaccionan débilmente con VLPs de RHDV-Nav10/11. El hibridoma 30 es el único 

que produce anticuerpos aparentemente específicos frente a las VLPs de RHDVa. La 

interacción frente a los tres tipos de VLPs aparece en sobrenadantes de los hibridomas 51 

y 125, aunque en la señal mediante Dot blot es más débil en el sobrenadante del 51 frente 

a las VLPs de RHDV-Nav10/11. En el caso de los hibridomas 78 y 82 producen 

anticuerpos que reaccionan con las VLPs de RHDV clásicos pertenecientes al genogrupo 

1 (RHDV-Ast89) y al genogrupo 6 (RHDV-Gal09/12). 

 

 

 

 

 

 

Los sobrenadantes de los siguientes subclones derivados de los hibridomas obtenidos 

por inmunización de ratones con VLPs de RHDVa, se analizaron mediante Dot blot frente 

a los tres tipos de VLPs de RHDV (RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 y RHDV-Gal09/12). 

Los resultados recogidos en la Figura 8 muestran la reacción frente a las VLPs de los 

sobrenadantes de cada hibridoma inicial (cultivado de nuevo, para obtener más cantidad 

de sobrenadante) y los subclones obtenidos a partir de él. En cuanto al hibridoma 78 no 

se consiguieron obtener subclones viables, sin embargo, se siguió empleando el 

VLPs Nav10/11 

VLPs Ast89 

VLPs Gal09/12 

Figura 7. Análisis de reactividad en Dot blot de anticuerpos monoclonales 

frente a distintos tipos de VLPs (RHDV-Nav10/11,  RHDV-Ast89 o RHDV-

Gal09/12). Virlab (suero policlonal anti-RHDV). 
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sobrenadante inicial para estudiar este anticuerpo monoclonal puesto que reconoce 

específicamente las VLPs de RHDV clásico (G1 y G6), pero no las VLPs de la nueva 

variante. A partir del hibridoma 7 se obtuvieron tres cepas, 7.1, 7.2 y 7.5, que parecían 

mantener la reacción frente a VLPs de RHDVa. Los subclones 30.9, 30.14, 51.5 y 51.5 

derivados de los hibridomas 30 y 51, respectivamente, parecen perder la capacidad de 

producir los anticuerpos monoclonales que reconocen VLPs de RHDVa y RHDV-Ast89 

que sí mantienen los anticuerpos de los hibridomas de los que proceden. Con respecto a 

los subclones 82.2 y 82.3 los anticuerpos monoclonales que producen siguen 

reconociendo específicamente las VLPs de RHDV clásicas, al igual que el hibridoma 82 

inicial. La reacción de los anticuerpos del 125 y los subclones 125.6 y 125.8 frente a los 

tres tipos de VLPs empleados en Dot blot es débil. Los anticuerpos monoclonales 

producidos por el hibridoma 105 y los subclones 105.3 y 105.8 parecen ser específicos 

frente a RHDVa, aunque la señal mostrada en Dot blot es bastante débil (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir de estos resultados se seleccionó uno de los subclones para caracterizar si el 

anticuerpo monoclonal que produce interaccionaba con un epítopo lineal o 

conformacional, y si fuese posible determinar en qué región de la VP1 se une. En el caso 

de los hibridomas producidos frente a VLPs de RHDVb los seleccionados fueron: 

2A11.14, 6B9.8, 8E10, 2D9.23 y 3A10.14. En el caso del hibridoma 8E10 no se pudo 

obtener subclones estables, pero se siguió con la caracterización del anticuerpo 

monoclonal porque podría ser un anticuerpo general que reconoce las VLPs de RHDV-

VLPs Nav10/11 

VLPs Ast89 

VLPs Gal09/12 

VLPs Nav10/11 

VLPs Ast89 

VLPs Gal09/12 

Figura 8. Análisis Dot blot de la reactividad de sobrenadantes procedentes 

de hibridomas frente a distintos tipos de VLPs (RHDV-Nav10/11, RHDV-

Ast89 o RHDV-Gal09/12). 
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Nav10/11 y RHDV-Ast89 mediante ELISA. Los anticuerpos monoclonales producidos 

por 2D9.23 y 3A10.14, se purificaron dada la reactividad que presentaban, puesto que 

uno parecía ser específico frente a la nueva variante (2D9.23) y el otro reconocía los tres 

tipos de VLPs probadas (3A10). Los hibridomas seleccionados tras la inmunización de 

ratones con VLPs de RHDV-Gal09/12 fueron 7.5, 30.14, 51.5, 78, 82.2, 105.8.  

4.1.3. Clonación y producción de fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-

Nav10/11 

Para investigar la región de la proteína VP1 dónde interaccionan los anticuerpos 

monoclonales previamente seleccionados se llevó a cabo la clonación de fragmentos de 

esta proteína del aislado RHDV-Nav10/11. 

En nuestro laboratorio disponíamos de un vector donador (pTriEx) que contiene la 

secuencia de la proteína VP1 del aislado RHDV-Nav10/11 (cedido por KP Dalton), a 

partir del que se obtuvieron las secuencias de los fragmentos de VP1 solapantes para 

clonarlos por separado en el vector pGex-2T. Así, fragmentos solapantes de la proteína 

VP1 de RHDV-Nav10/11 se clonaron como fusiones con GST (Glutation-S transferasa) 

en Escherichia coli (BL21) (Figura 9A). Una vez comprobadas las secuencias de cada 

uno de los fragmentos, se realizó el análisis de lisados celulares tras la inducción con 

isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). Además, se demostró mediante Western 

blot la presencia de las proteínas de fusión gracias a la reacción con un anticuerpo 

monoclonal de ratón frente a la proteína GST (Figura 9B), obteniendose los tamaños 

moleculares esperados para cada una de las fusiones. En el caso del dominio P completo 

de la proteína VP1, se disponía en el laboratorio de la secuencia optimizada para su 

expresión en Escherichia coli clonada en el plásmido pMalc2X-DomPN11opt (cedido 

por el laboratorio del Dr. Grant Hansman), a partir del cual se realizó la subclonación a 

un vector pGex-4T (se encuentra detallado más adelante, en el apartado 4.3.3). 
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4.1.4. Caracterización de anticuerpos monoclonales generados frente a VLPs de 

RHDV 

Para la caracterización de los anticuerpos monoclonales se utilizaron distintas técnicas 

inmunológicas para determinar la unión de cada anticuerpo son su epítopo lineal o 

conformacional dentro de la VP1. Para ello se estudió la interacción de los anticuerpos 

monoclonales obtenidos por inmunización tanto con VLPs de RHDV-Nav10/11 como 

con RHDV-Gal09/12, presentes en sobrenadantes de cultivos de hibridomas o con 

anticuerpos purificados. Los antígenos empleados en este estudio fueron VLPs derivadas 

de RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 y RHDV-Gal09/12, así como frente a los fragmentos 

solapantes de la proteína VP1 de RHDV-Nav10/11. 

En primer lugar, para la caracterización de los diferentes anticuerpos monoclonales 

realizamos un estudio de su capacidad para reconocer distintos epítopos lineales de la 

proteína VP1 mediante Western blot. Los antígenos empleados en este análisis 

consistieron en distintos tipos de VLPs, así como los fragmentos solapantes de VP1 de 

Figura 9. Producción de fragmentos solapantes de la proteína VP1 de RHDV-Nav10/11. A. 

Representación esquemática de las regiones de VP1 clonadas por separado en forma de 

proteínas de fusión con GST. Se indican los residuos aminoacídicos de los extremos N y C y 

las posiciones que ocupan dentro de la proteína VP1. B. Análisis Western blot de extractos 

celulares de E. coli que expresan las proteínas de fusión, empleando un anticuerpo monoclonal 

comercial de ratón frente a la proteína GST. 
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RHDV-Nav10/11 fusionados con GST. Cómo puede observarse en la Figura 10 los que 

anticuerpos monoclonales 2A11, 6B9, 30 y 51 interaccionan inespecíficamente con 

proteínas celulares, diferentes de los antígenos estudiados. Cinco de los once 

monoclonales (2D9, 7, 78, 82 y 105) no reaccionan en Western blot con VLPs o 

fragmentos de VP1 de RHDV-Nav10/11, lo cual indicaría que reconocen epítopos no 

lineales. En el caso de los anticuerpos 3A10 y 8E10 puede observarse que reaccionan con 

los tres tipos de VLPs, confirmando los resultados obtenidos por Dot blot, y más 

concretamente con un epítopo lineal que se encuentra dentro del dominio S de la proteína 

VP1 (Figura 10). 

 Posteriormente, se realizó un Dot blot para determinar si los anticuerpos 

monoclonales que no interaccionaban con su epítopo mediante Western blot, no lo hacen 

porque requieren que la proteína se encuentre en su conformación nativa. Los resultados 

obtenidos se muestran en la Figura 11, donde se observa que los anticuerpos 

monoclonales generados frente a VLPs de RHDV-Nav10/11, 2D9.23, 2A11.14, 6B9.8, 

3A10.14 y 8E10, reaccionan todos frente a las mismas VLPs frente a las que fueron 

producidos. Cuatro de ellos, 2A11.14, 6B9.8, 3A10 y 8E10, también lo hacen frente a 

VLPs del aislado RHDV-Ast89. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos 

previamente en Western blot (Figura 10), los monoclonales 2A11.14 y 6B9.8 podrían 

estar interaccionando inespecíficamente con proteínas celulares procedentes del cultivo 

celular dónde se produjeron las VLPs. Los anticuerpos 3A10 y 8E10 son los únicos 

capaces de reconocer las VLPs procedentes de tres tipos de RHDV, además, se demuestra 

que los epítopos con los que interaccionan se encuentran dentro del dominio S de la 

proteína VP1, puesto que reaccionan con el fragmento GST-S. De este modo, el único 

anticuerpo monoclonal que es específico frente al aislado de la nueva variante de RHDV, 

RHDV-Nav10/11, es 2D9. Sin embargo, curiosamente, este anticuerpo no muestra 

reacción con los fragmentos parciales de la proteína VP1, en Dot blot. Esto mismo 

también ocurre con los anticuerpos 2A11.14 y 6B9.8. 
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Virlab 2D9.23 3A10.14 

2A11.14 6B9.8 8E10 

30.14 51.4 7.5 

78 82.2 105.8 

Figura 10. Análisis de la reactividad en Western blot de anticuerpos monoclonales frente a distintos 

tipos de VLPs (1-3), proteínas de fusión (4-8) o GST (9). (1) RHDV-Nav10/11; (2) RHDV-Ast89; 

(3) RHDV-Gal09/12; (4) GST-N; (5) GST-S; (6) GST-P2; (7) GST-P1; (8) GST-P. 
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En el caso de los anticuerpos obtenidos tras la inmunización con VLPs de RHDV-

Gal09/12, se observa en la Figura 11, que mantienen la misma especificidad frente a 

VLPs que la mostrada en la Figura 8, dónde ninguno reconoce las VLPs de la nueva 

variante del virus. Los anticuerpos producidos por los subclones 7.5, 30.14 y 105.8 

parecen ser específicos frente a las VLPs de RHDV-Gal09/12, y los producidos por 51.5, 

78 y 82.2 reconocen las VLPs de los aislados del RHDVG1 como del RHDVa. Por otro 

lado, y cómo era de esperar, ninguno de los anticuerpos obtenidos de la inmunización 

frente a VLPs de RHDV-Gal09/12 interaccionan con los fragmentos parciales de VP1 de 

RHDV-Nav10/11, dado que tampoco lo hacen con las VLPs del mismo tipo (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante la clonación de los fragmentos solapantes de VP1 de RHDV-Nav10/11 se 

obtuvo un clon de manera fortuita que expresaba una proteína mutada de forma puntual 

dentro del dominio S (GST-Smut). Tras comprobar la secuencia de nucleótidos y 

aminoácidos de esta región (Figura 12A y 12B), y el modelo tridimensional de la proteína 

VP1 de RHDV (Figura 12C) se observó que el cambio se encontraba en el residuo que 

ocupa la posición 201 dentro de la proteína VP1. Los extractos de E. coli que expresan 

esta construcción se enfrentaron a los monoclonales 3A10 y 8E10 en Western blot. Los 

resultados mostrados en la Figura 12D muestran que estos anticuerpos pierden la 

GST-S  

VLPs Nav10/11 

VLPs Ast89 

VLPs Gal09/12 

GST-N  

GST-P2  

GST-P1  

GST 

BSA 

Figura 11.Análisis de la reactividad en Dot blot de los anticuerpos 

monoclonales frente a distintos tipos de VLPs, proteínas de fusión 

con GST, GST o BSA. 
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capacidad de unión al dominio S mutante de VP1 cuando el residuo original de prolina es 

sustituido por leucina.  

 

Dado los resultados obtenidos con los hibridomas seleccionados, 2D9.23, 3A10.14 y 

82.28, se purificaron las inmunoglobulinas presentes en los sobrenadantes. La 

determinación del isotipo de inmunoglobulina mostró que pertenecen al subtipo IgG1, en 

todos los casos. 

kDa kDa 

RHDV-Ast89 

… 

RHDV-Nav10/11 

RHDV-Gal09/12 

GST-Smut 

RHDV-Ast89 

… 

RHDV-Nav10/11 

RHDV-Gal09/12 

GST-Smut 

… 

… 

A

P2 

P1 

Bisagra 

S 

N 

Pro201 

D 

B 

1 2 3 M 

3A10 

70 
55 

43 

8E10 

1 2 3 M 

70 
55 

43 

C 

Figura 12. Estudio de interacción de los anticuerpos monoclonales que reconocen VLPs de tres 

tipos de RHDV. A. Alineamiento parcial de secuencias codificadoras de VP1 de distintos tipos 

de RHDV (RHDV-Ast89, RHDV-Gal09/12 y RHDV-Nav10/11), y del dominio S mutado de 

forma puntual. B. Alineamiento parcial de los residuos aminoacídicos correspondientes a la región 

del dominio S de VP1 donde se localiza la mutación puntual.  C. Análisis de la reactividad en 

Western blot de los anticuerpos 3A10 y 8E10 frente a: (1) VLPs de RHDV-Nav10/11; (2) fusión 

GST-S; (3) fusión GST-Smut. D. Modelo estructural de la proteína VP1 de RHDV. 
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4.2. ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN DEL ANTICUERPO MONOCLONAL 

2D9 CON SU EPÍTOPO 

 El anticuerpo monoclonal 2D9 se obtuvo tras la inmunización de ratones hembra 

adultos BALB/c con VLPs de RHDV-Nav10/11 purificadas. La selección de este 

anticuerpo se basó en su reacción específica únicamente frente a VLPs de la nueva 

variante en ensayos ELISA y Dot blot, siendo el único que mostró dicha especificidad. 

En cuanto a los intentos de mapear su epítopo dentro de la proteína VP1 de RHDV-

Nav10/11, utilizando fragmentos solapantes como proteínas de fusión con GST (Figura 

8), éstos fueron en todos los casos negativos. Sin embargo, cuando se empleó la 

construcción del dominio P completo fusionado con GST en ensayos Dot blot pudo 

detectarse la unión del anticuerpo (Figura 13). Estos resultados sugieren que este 

anticuerpo interacciona con epítopos no lineales de la proteína y que, además, requiere de 

la presencia del dominio P completo y correctamente plegado para su unión. 

 

Dada la relevancia diagnóstica de este anticuerpo (ver más adelante apartado 4.2.5), 

tanto en ELISAs para la detección diferencial y cuantificación de antígeno de RHDVb en 

muestras de hígado de conejos (Dalton et al., 2018c), como en un sistema 

inmunocromatográfico rápido para la detección específica del RHDVb (Dalton et al., 

2017), resulta relevante realizar un estudio más detallado de la interacción antígeno-

anticuerpo. 

4.2.1. Estudio de la capacidad neutralizante del anticuerpo 2D9 

La capacidad neutralizante de los anticuerpos puede determinar la posibilidad de 

eliminar el virus o evitar que produzca la infección y la enfermedad en el huésped. A su 

vez, es importante conocer si existen regiones o secuencias de la cápsida viral que puedan 

ser diana para la generación de anticuerpos neutralizantes. Por tanto, en el presente 

GST-P 

GST  

VLPs Nav10/11 

BSA 

Figura 13. Análisis de la reactividad en Dotblot del 

anticuerpo monoclonal 2D9 con distintos antígenos. 

Extractos celulares que contienen la fusión GST-P o la 

proteína GST, 1 µg de VLPs de RHDV-Nav10/11 o 1 

µg de BSA. Virlab es un antisuero policlonal frente a 

RHDV. 



   4. Resultados 

74 

 

trabajo, y conociendo el dominio de la proteína VP1 al que se une el anticuerpo 

monoclonal 2D9, se ha realizado un ensayo de neutralización del virus con este 

anticuerpo. 

Para poder analizar comparativamente la capacidad neutralizante de 2D9 se estudió en 

paralelo otro monoclonal, el denominado 3A10, que interacciona con el dominio S de la 

proteína VP1 tanto de la nueva variante como del virus clásico. La neutralización del 

virus en el laboratorio se realizó mezclando las mismas cantidades (17,2 µg de IgG 

purificada) de ambos monoclonales separadamente con el virus RHDV-Gal08/13, y 

dejándolo reaccionar a 37 ºC durante 45 minutos. Posteriormente, para comprobar si se 

había producido la neutralización del virus por los monoclonales, se realizó un 

experimento de infección con conejos. Se establecieron tres grupos de animales de 30 

días de edad, con dos conejos por grupo. La elevada tasa de mortalidad (100 %) que causa 

el aislado RHDV-Gal08/13, determinada previamente en nuestro laboratorio, permite 

reducir el número de animales utilizados en los ensayos. Dos animales se inocularon con 

el virus tratado con 2D9 y otros dos con el virus incubado con 3A10. El grupo control se 

retó con la misma dosis de virus sin incubación previa con anticuerpos. Tras la 

inoculación se comprobó diariamente el estado general de los animales. La tasa de 

supervivencia de los animales a lo largo del ensayo se muestra en la Figura 14. Hasta las 

48 horas tras la infección no se detectó signos de enfermedad en ninguno de los animales, 

pero, entre las 48 y 72 horas murió un animal del grupo control y otro del grupo infectado 

con el virus tratado con 3A10, alcanzándose en ambos casos el 50 % de supervivencia 

que se mantuvo hasta el final del experimento (168 horas tras la infección). Sin embargo, 

en el caso de los animales inoculados con el virus incubado con 2D9, la tasa de 

supervivencia fue del 100% durante todo el tiempo que duró el experimento.  
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Con el objetivo de demostrar si el virus permanece en los animales una vez acabado el 

experimento (sacrificados) o muertos, se realizaron análisis RT-PCR para la 

cuantificación del número de copias de ARN viral en muestras de hígado de todos los 

animales. En la Tabla 9 puede observarse que los dos animales que se infectaron con el 

virus tratado con 2D9 y que sobrevivieron a la infección, no tienen ARN viral detectable, 

lo que indica que además de la protección frente a la enfermedad la neutralización con 

este monoclonal evitó la infección y su posterior replicación. En el caso de los animales 

infectados con el virus tratado con 3A10 el animal superviviente no tenía material 

genético del virus detectable, mientras que el conejo que murió entre las 48 y 72 horas 

tras la infección tenía un título alto de copias de ARN viral (2,1x106 copias ARN/mg 

hígado). En los 2 animales control, infectados con el virus sin neutralizar, se detectan 

copias virales de ARN pero, en el animal muerto se detectó en mayor cantidad (7,65x105 

copias ARN/mg hígado) que en el animal que sobrevivió (2,55 x102 copias ARN/mg 

hígado). 

Tabla 9. Cuantificación de ARN viral en animales infectados con RHDV tratados con 

anticuerpos monoclonales. 

Grupo 

experimental 
Estado del animal Ct* 

Nº copias ARN 

viral 

RHDVb+2D9 
Superviviente Indeterminado 0,00E+00 

Superviviente Indeterminado 0,00E+00 

RHDVb+3A10 
Muerto (48-72 hpi) 17,56 2,10E+06 

Superviviente Indeterminado 0,00E+00 

RHDVb (Control) 
Muerto (48-72 hpi) 19,15 7,65E+05 

Superviviente 31,74 2,55E+02 

*Ct: ciclo umbral de PCR a tiempo real dónde se detecta presencia de ARN viral. 

En un experimento previo, dónde todavía no se había estudiado la DL50 del virus 

RHDV-Gal08/13, se hizo un ensayo de neutralización con 2D9 y 3A10. En este caso la 

dosis de virus inyectada a los animales fue 100 veces mayor que la del experimento 

anteriormente expuesto, aunque la cantidad de anticuerpo empleado en el ensayo de 

neutralización fue la misma. Se utilizaron 2 gazapos por grupo, y las tasas de 

supervivencia obtenidas demostraron la neutralización del virus por 2D9, ya que los dos 

animales sobrevivieron hasta el final del experimento. Mientras que los dos animales del 

grupo infectado con virus tratado con 3A10 murieron entre las 24-48 horas tras la 

infección.  
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4.2.2. Localización de epítopos del anticuerpo monoclonal 2D9. 

Una vez establecido que 2D9 reacciona con el dominio P de la proteína VP1 y que se 

trata de un anticuerpo neutralizante, se ha planteado el uso de herramientas in silico para 

buscar las regiones del dominio P dónde es más probable que ocurra la interacción con el 

anticuerpo. Para ello fue necesario la secuenciación de las regiones variables de las 

cadenas pesada y ligera de 2D9, realizado por la compañía Absolute Antibody. El 

resultado de la secuenciación se recoge en la Tabla 10. 

Tabla 10. Secuencias de ADN y aminoácidos del dominio variable del anticuerpo 2D9. 

Secuencia ADN de la cadena ligera Secuencia ADN de la cadena pesada 

GAGCTCGTGATGACCCAGACTCCAGCC

TCCCTATCTGTATCTGTGGGAGAAACT

GTCACCATCACATGTCGAGCGAGTGAC

AATATTTATAGTAATTTAGCATGGTAT

CAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCA

GCTCCTGGTCTTTGCTGCAACAAACTT

AGCAGATGGTGTGCCATCAAGGTTCAG

TGGCAGTGGATCAGGCACACAGTATTC

CCTCAAGATCAACAGCCTGCAGTCTGA

AGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACA

TTTTTGGGGTATTCCGTGGACGTTCGGT

GGGGGCACCAAGCTGGAACTCAAA 

CAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGACCTGAAC

TGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGATCT

CCTGCAAGGCTTCTGGATATACCTTCACAAA

GTATGGACTGAACTGGGTGAGGCAGGCTCCA

GGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATA

GACACCTACACTGGAGAGCCAACATATGCTG

ATGACTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTG

GAAACCTCTGCCAACACTGCCTATTTGCAGA

TCAACTACCTCAAAGATGAGGACATGGCTAC

ATATTTCTGTACAAGATATGATTACGGCGAG

GGATCTGGGCCTCAATTTACTTACTGGGGCC

AAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA 

Secuencia de aminoácidos cadena ligera Secuencia de aminoácidos de la cadena pesada 

ELVMTQTPASLSVSVGETVTITCRASDNI

YSNLAWYQQKQGKSPQLLVFAATNLAD

GVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSEDFGN

YYCQHFWGIPWTFGGGTKLELK 

QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTKYG

LNWVRQAPGKGLKWMGWIDTYTGEPTYADD

FKGRFAFSLETSANTAYLQINYLKDEDMATYF

CTRYDYGEGSGPQFTYWGQGTLVTVSA 

 

Utilizando la herramienta informática PIGS (Marcatili et al., 2008), se ha obtenido un 

modelo de la fracción variable del anticuerpo 2D9 (Figura 15). A su vez, este análisis 

proporciona las secuencias que corresponden a regiones determinantes de 

complementariedad (CDR, complementarity determining region) dentro de cada una de 

las cadenas que forman el paratopo que se indican en la Figura 15 con distintos colores. 

Como puede verse en el modelo de la fracción variable del anticuerpo 2D9 existen 6 CDR, 

tres de ellos pertenecen a la cadena pesada (CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) y los otros 

tres a la cadena ligera (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3) (Figura 15A). Cuando en este 

modelo se representa la superficie de la molécula los CDR que sobresalen más parecen 

ser los CDR-H2, CDR-H3 y CDR-L1 (Figura 15B). En cuanto al potencial electrostático 

de la molécula, en la Figura 15C puede observarse como la mitad izquierda (cadena 

pesada) del paratopo es claramente electronegativa, en especial el CDR-H3. Esto podría 
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influir en la interacción con el epítopo del anticuerpo, puesto que las diferencias de carga 

electrostática afectan a la atracción entre distintas moléculas y átomos. 

El docking o acoplamiento computacional es un proceso de predicción de la 

conformación de un complejo a partir de sus componentes por separado. En la actualidad, 

está emergiendo como una técnica in silico rápida y asequible para la caracterización 

estructural de complejos antígeno-anticuerpo. 
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Figura 15. Modelo tridimensional de las regiones variables de 2D9. A. Representación 

de la estructura de las cadenas ligera (gris) y pesada (verde) incluyendo las distintas 

regiones de complementariedad que conforman el paratopo del anticuerpo 2D9. B. 

Imagen tridimensional de la superficie de la región variable de 2D9. C. Representación 

del potencial electrostático de la superficie del paratopo en el modelo generado para la 

fracción variable de 2D9. 
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La estructura cristalina del dominio P de VP1 de RHDV de la nueva variante (4X1W) 

(Leuthold et al., 2015) se muestra en la Figura 16A se encuentra depositada y disponible 

en la base de datos Protein Data Bank (Gilliland et al., 2000). Estudios estructurales 

anteriores (Wang et al., 2013) ya mostraron que los principales determinantes antigénicos 

de la proteína VP1 se encontrarían en los lazos más externos del subdominio P2. Los 

cinco lazos expuestos del subdominio P2 de RHDVb se indican sobre su estructura 

cristalina en la Figura 16A y Figura 16B. 

Mediante la plataforma online ClusPro se realizó una simulación de la interacción 

entre antígeno y anticuerpo utilizando la herramienta Dock. En primer lugar, se realizó la 

simulación empleando como antígeno un solo monómero del dominio P. En el modelo 

más probable de interacción obtenido, mostrado en la Figura 16C, el anticuerpo 2D9 

sería capaz de unirse principalmente a 3 de los lazos pertenecientes al subdominio P2, 

concretamente a los lazos L1, L3 y L5. En el caso de la simulación empleando como 

antígeno un dímero del dominio P de VP1, el anticuerpo 2D9 sería capaz de interactuar 

con los mismos lazos del subdominio P2 pero con distinta disposición de dichos lazos 

dentro del paratopo como se observa en la Figura 16D. 
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Figura 16. Modelos de interacción entre el dominio P de RHDV-Nav10/11 y el anticuerpo 2D9. 

A. Estructura tridimensional del monómero dominio P de RHDV-Nav10/11 (4X1W) mostrando 

los lazos del subdominio P2 más expuestos al exterior cuando se encuentra conformando la 

cápsida viral. B. Estructura tridimensional de un dímero del dominio P de RHDV-Nav10/11. C. 

Detalle del modelo más probable del complejo formado por un monómero del dominio P de 

RHDV-Nav10/11 y la representación superficial de la región variable del anticuerpo 2D9. D. 

Imagen del modelo más probable del complejo formado por un dímero del dominio P de RHDV-

Nav10/11 y la representación superficial de la región variable del anticuerpo 2D9. En el recuadro 

se amplía la región de contacto entre el anticuerpo 2D9 y el dominio P. 

C 
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A partir de los modelos obtenidos, y mediante un análisis en el programa PyMOL, se 

obtuvieron los posibles contactos polares que se establecen entre los lazos del subdominio 

P2 y los CDR de 2D9 que se muestran en las Tablas 11 y 12. 

 

Tabla 11. Aminoácidos implicados en las interacciones polares entre el monómero 

del dominio P de RHDV-Nav10/11 y 2D9, deducidos de la simulación por docking. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 12. Aminoácidos implicados en las interacciones polares entre el dímero del 

dominio P de RHDV-Nav10/11 y 2D9, deducidos de la simulación por docking. 

2D9 Dominio P  

Thr55 y Glu57 (CDR-H2) Arg299 

Monómero 1 

Glu99 (CDR-H3) Thr371 (L3) y Thr409 (L5) 

Gly98 (CDR-H3) Gln413 (L5) 

Tyr97 (CDR-H3) Ser363 (L3) y Thr415 (L5) 

Asn32 (CDR-L1) Tyr304 (L1) y Asn412 (L5) 

Tyr54 (CDR-H2) Thr481 Monómero 2 

 

 

Como puede observarse en la Tabla 11, la interacción del monómero del dominio P 

con 2D9 se produciría principalmente por contactos polares entre los lazos 1 y 5 del 

dominio P con CDR-H2, el lazo 3 con CDR-H3 y el residuo de serina en la posición 422, 

que no pertenece a ningún lazo, con CDR-L1. Además, existiría un contacto entre un 

aminoácido del lazo 5 (Gly406) con un residuo del anticuerpo que no pertenece a ninguna 

región CDR. 

Por otro lado, cuando se estudió la interacción entre el dímero del dominio P y 2D9 

(Tabla 12) los lazos 3 y 5 interaccionarían en distintas posiciones con CDR-H3 del 

paratopo de 2D9, los lazos 1 y 5 lo harían con CDR-L1 de 2D9 y el residuo Arg299 del 

2D9 Dominio P 

Asp52 y Thr55 (CDR-H2) Thr409 (L5) 

Glu57 (CDR-H2) Tyr304 y Ser309 (L1) 

Tyr97 (CDR-H3) Val370 y Thr371 (L3) 

Asp27 (CDR-L1) Ser422 

Thr59 Gly406 (L5) 
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dominio P, situado fuera de los lazos más externos, se uniría al CDR-H2 del paratopo. 

Estas interacciones se producirían entre uno de los monómeros y el monoclonal, pero, 

además parece existir un contacto entre el CDR-H2 del anticuerpo y un residuo del otro 

monómero del dominio P (Thr481) que se encuentra fuera de las secuencias de los lazos 

externos del subdominio P2. 

Para demostrar experimentalmente que los lazos más externos del subdominio P2 

interaccionan, o de alguna forma influyen en la unión a 2D9, se diseñaron péptidos 

sintéticos que contienen las secuencias de los cinco lazos por separado (Tabla 13). 

Después, se puso a punto un protocolo de ELISA de competición para estudiar la 

interacción de uno o varios de esos péptidos con el anticuerpo 2D9, y así, determinar si 

existe inhibición de la unión de 2D9 a las VLPs de RHDV-Nav10/11 en presencia de 

dichos péptidos.  

Tabla 13. Secuencia y localización de los péptidos sintéticos correspondientes a los 5 lazos 

del subdominio P2 de la VP1 de RHDV-Nav10/11. 

 

En los ELISA de competición los péptidos sintéticos se utilizaron por separado en 

cantidades equimolares, desde 10 nmoles/pocillo en diluciones seriadas en base 10 hasta 

0,1 pmoles/pocillo. En la mezcla de péptidos se añadió la misma cantidad que se utilizó 

de cada uno de ellos por separado. Los resultados de densidad óptica se normalizaron 

siguiendo la recomendación de Sánchez et al., (2002) para expresarlos en porcentajes 

respecto del control positivo y corrigiendo con la media del control negativo (no contenía 

VLPs tapizando el pocillo). Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje de 

reducción de la señal de 2D9 con respecto al control positivo en ausencia de péptidos 

sintéticos (Tabla 14). A diferencia de lo que cabía esperar la capacidad de inhibición de 

la interacción entre 2D9 y VLPs es menor cuando se emplea mayor cantidad de péptido 

por pocillo (en nuestro caso 10 nmoles/pocillo). El mismo fenómeno se observa con la 

Nombre 

del 

péptido 

Secuencia 
Localización en 

VP1 

Tamaño 

(aminoácidos) 

NL15 NASYPGSSSSNVLEL 301-315 (lazo 1) 15 

SA34 SAGSAADNPISQIAPDGFPDMSFVPFSGTTVPTA 319-352 (lazo 2) 34 

WA15 WNSSNGAPFVTTVQA 361-375 (lazo 3) 15 

TQ8 TGAPSNPQ 382-389 (lazo 4) 8 

IA13 IYGVATGINQATA 404-416 (lazo 5) 13 
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mezcla de todos los péptidos dónde la cantidad total de péptido es 5 veces mayor por 

pocillo y el porcentaje de inhibición es significativamente menor que en el caso de cada 

uno de los péptidos por separado. Curiosamente, cuando se emplearon mezclas de 10 

nmoles/pocillo de cada péptido, se obtuvieron valores de densidad óptica superiores a las 

obtenidas en el control positivo (no hay presencia de péptidos), por lo tanto, cuando se 

expresa en valores de inhibición, el resultado son valores negativos que reflejan un 

aparente aumento de la interacción de 2D9 con las VLPs en presencia de la mezcla de 

péptidos. 

Tabla 14. Porcentajes de inhibición de la interacción de 2D9 con VLPs de RHDV-

Nav10/11 medidos por ELISA en presencia de péptidos sintéticos. 

*Media y SD de las 2 réplicas realizadas para cada péptido y cantidad. 

Posteriormente, se hicieron las medias para cada péptido y de todas las cantidades 

probadas, para poder hacer un análisis estadístico y comprobar la variación de las señales 

obtenidas en presencia del péptido con respecto al control positivo que se considera el 

valor 100 %. La gráfica que representa dichas medias y desviaciones se muestra en la 

Figura 17. Como puede observarse en presencia de la mezcla de péptidos (Mix) la media 

obtenida no es diferente a la del control positivo. Sin embargo, en presencia de los 

péptidos por separado NL15 (L1), SA34 (L2), WA15 (L3), TQ8 (L4) o IA13 (L5), la 

señal se reduce significativamente en todos los casos (p<0,05), aunque con los péptidos 

TQ8 (L4) e IA13 (L5) con mayor significación que el resto (p≤0,001). 

 

 

 

 

 NL15 (L1) SA34 (L2) WA15 (L3) TQ8 (L4) IA13 (L5) Mezcla 

peptídica 
nmoles 

péptido/pocillo 
% Reducción OD (Media±SD)* 

10 -0,62±0,02 2,08±0,04 3,47±0,04 2,48±0,01 5,82±0,02 -4,29±0,34 
1 4,92±0,18 8,10±0,03 6,75±0,12 8,92±0,05 11,22±0,32 2,17±0,14 

0,1 8,96±0,47 12,11±0,09 10,84±0,11 9,52±0,37 12,82±0,26 3,43±0,14 
0,01 8,04±0,08 8,88±0,13 8,45±0,01 9,39±0,18 10,51±0,28 1,28±0,002 

0,001 11,43±0,23 10,38±0,30 10,76±0,23 10,02±0,16 13,82±1,13 3,82±0,14 
0,0001 9,60±0,22 12,06±0,14 11,29±0,05 11,04±0,003 12,86±0,73 3,05±0,15 
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4.2.3. Diseño de dominios P mutantes basados en secuencias de aislados 

naturales mutantes de RHDVb 

En nuestro laboratorio se caracterizaron aislados naturales mutantes de RHDV de la 

nueva variante que no eran identificados por el anticuerpo 2D9 (Dalton et al., 2017). 

Cuando se realizaron alineamientos de las secuencias parciales de estos aislados con las 

de RHDV-Nav10/11 y RHDV-Ast89 se observó que contenían cambios en la secuencia 

que codifica la proteína VP1 (Figura 18A). Dado que el epítopo de 2D9 se encuentra 

dentro del dominio P de VP1, el análisis se centró en las mutaciones presentes en esta 

región. 

En el análisis de secuencias se observó que el aislado nombrado como RHDV-

Ger06/12-2 contenía un solo cambio en la secuencia que codifica la proteína VP1 en el 

residuo número 387 (dentro del lazo 4 del subdominio P2), dónde una asparagina es 

sustituida por un residuo de ácido aspártico. Basándose en la secuencia de este aislado 

mutante silvestre se generaron dos mutantes puntuales de la secuencia del dominio P de 

RHDV-Nav10/11. Uno de ellos contiene la misma mutación del aislado natural y otro 

contiene el residuo sustituido por una alanina y se nombraron como N387D y N387A, 

respectivamente (Figura 18B). 
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Figura 17. Porcentaje de la densidad óptica relativa obtenida en ELISA derivada de la 

interacción de 2D9 con VLPs de RHDV-Nav10/11 en presencia de péptidos sintéticos 

correspondientes a los lazos del subdominio P2. El valor de 100 % corresponde al control 

en ausencia de péptidos. *Valor significativamente menor que el control positivo con 

p<0,05; **Valor significativamente menor que el control positivo con p≤0,001. 
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Por otro lado, observando el alineamiento de secuencias de RHDV-Nav10/11, RHDV-

Ast89 y otro aislado natural mutante (RHDV-Ler11/16-1), se comprueba que contiene 

varias mutaciones con respecto a la nueva variante a lo largo de la secuencia. Una de las 

regiones con cambios importantes se encuentra dentro del lazo 5 y coincide con residuos 

distintos también en RHDV-G1. Por tanto, se seleccionaron las posiciones 414 y 415 de 

la proteína VP1 para realizar un mutante en la secuencia del dominio P de RHDV-

Nav10/11 que contiene los residuos correspondientes a RHDV-Ast89 (Figura 18B). El 

mutante obtenido se nombró como AT414-15. Hay que indicar que el mutante natural 

RHDV-Ler11/16-1 también tiene una mutación con respecto a RHDV-Nav10/11 en el 

lazo 4 (que también presenta cambios en RHDV-Ast89). 

Los fragmentos de ADN sintéticos (suministrados por IDT) con los cambios 

correspondientes a los mutantes descritos, con un tamaño de 954 pb se diseñaron para 

poder insertarlos dentro de la secuencia original del dominio P de RHDV-Nav10/11, entre 
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RHDV-Nav10/11 

RHDV-Ast89 
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RHDV-Ler11/16-1 
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Figura 18. Análisis de secuencias de la proteína VP1 de aislados silvestres y mutantes de 

RHDVb. Alineamientos parciales de secuencias de ADN (A) y aminoácidos (B) de la zona 

relevante de VP1 en el aislado salvaje RHDV-Ler11/16-1 con respecto a RHDV-Nav10/11 

y RHDV-Ast89. Alineamientos parciales de secuencias de ADN (C) y aminoácidos (D) de 

la región relevante de VP1 en el aislado salvaje RHDV-Ger06/12-2 con respecto a RHDV-

Nav10/11 y RHDV-Ast89. Los residuos nucleotídicos o aminoacídicos diferentes aparecen 

sombreados en naranja. Las posiciones indicadas en gris se refieren a la secuencia de VP1. 
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el sitio de restricción PstI (en posición 111) y NotI (al final del dominio P). Los 

fragmentos se amplificaron por PCR utilizando la polimerasa LATaq para aumentar la 

cantidad disponible. Una vez purificados se cortaron con los enzimas de restricción Pst I 

y Not I y se ligaron individualmente al plásmido pMalc2X-DomPN11opt, previamente 

digerido con los mismos enzimas de restricción. 

Las secuencias de los mutantes obtenidos se analizaron mediante alineamientos con la 

secuencia original del dominio P de RHDV-Nav10/11 (Figura 19A). Por otro lado, se 

estudió in silico mediante el programa PyMOL la posición donde se encontraban las 

mutaciones dentro del dominio P para comprobar si se localizaban en la región de 

interacción entre el monoclonal 2D9 y su epítopo (Figuras 19B y 19C). El modelo 

tridimensional de la interacción entre un monómero de dominio P y el monoclonal 2D9 

se muestra en la Figura 19B, donde puede observarse que aparentemente los aminoácidos 

mutados en los mutantes N387A y N387D o AT414-415, no tienen un contacto directo 

con el paratopo del monoclonal 2D9. Sin embargo, en el modelo de interacción del dímero 

del dominio P con el anticuerpo (Figura 19C), los residuos en posición 387 siguen 

quedando lejos de la región de interacción, pero los aminoácidos en posiciones 414 y 415 

se encuentran cerca del paratopo de 2D9. 

Los dominios P mutantes se clonaron dentro del vector de expresión pMal-c2X 

modificado, y se expresan con una cola de histidinas añadida en el extremo amino y la 

proteína MBP en el extremo carboxilo. Una vez purificados se estudió la interacción de 

estos dominios mutantes con el anticuerpo 2D9, mediante Dot blot empleando como 

controles positivos VLPs y dominio P de RHDV-Nav10/11 (Figura 20A). Los resultados 

indican que 2D9 mantiene la interacción con los dominios P N387A y AT414-15, pero 

parece no ser capaz de unirse al dominio P N387D. Esto indicaría que el cambio puntual 

del aminoácido asparagina (en RHDV-Nav10/11) de la posición 387 por un ácido 

aspártico (N387D) afecta a la interacción de 2D9 y, además, este cambio realizado en la 

misma posición, pero por un aminoácido como alanina (N387A), no afecta a la unión del 

monoclonal al dominio P.  
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Figura 19. Análisis de las secuencias y modelos tridimensionales de los mutantes del 

dominio P. A. Alineamiento de la secuencia del dominio P de los distintos mutantes (N387A, 

N387D y AT414-15), respecto a la proteína VP1 de RHDV-Nav10/11. B. Modelos 

tridimensional de la interacción entre un monómero de dominio P y 2D9. C. Modelo 

tridimensional de interacción entre un dímero de dominio P y 2D9. Los círculos negros 

indican las posiciones dónde se encuentran los residuos mutados de N387A, N387D o 

AT414-15. 
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Con el fin de estudiar preliminarmente si las mutaciones afectan a la capacidad del 

dominio P para formar dímeros se realizaron electroforesis de estos dominios mutantes, 

tanto en condiciones desnaturalizantes como en condiciones nativas. Los resultados 

mostrados en la Figura 20B muestran que los tres tipos de dominios P mutantes 

mantienen la capacidad de formar dímeros, ya que en todos se observa la banda de 

proteína correspondiente al monómero de la fusión del dominio P (~85 kDa) y una banda 

de tamaño superior, al igual que ocurre en las construcciones con los dominios P de 

RHDV-Nav10/11 y RHDV- Ast89.  

Para comprobar de una forma más cuantitativa los resultados de reactividad de estos 

mutantes frente al monoclonal 2D9 se realizó un ELISA indirecto, utilizando como 

antígenos que tapizan la placa las distintas construcciones mutantes (fusiones con MBP 

y cola de histidinas): dominio P N387A, dominio P N387D y dominio P AT414-15. Como 

controles positivo y negativo se emplearon las construcciones del dominio P de RHDV 

Nav10/11 y de RHDV-Ast89, respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en 

la Figura 21, dónde se puede observar como la señal obtenida frente a 2D9 en los tres 

mutantes estudiados se reducen significativamente con respecto al dominio P de RHDV-

Nav10/11 y, proporcionalmente igual en las distintas cantidades de antígenos probadas. 

El mutante N387D muestra una interacción similar a la obtenida en el control negativo y, 

VLPs Nav10/11 

Dom P Nav10/11  

N387A  

N387D  

AT414-15  

E. coli 

BSA 

2D9 αVP60 M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 
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55 
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A B 

Figura 20. Estudio de interacción en Dot blot (A) y dimerización mediante electroforesis 

(B) nativas (7-11) o desnaturalizantes (1-5) de los mutantes puntuales del dominio P. 

Dominio P RHDV-Nav10/11 (1 y 7), dominio P de RHDV-Ast89 (2 y 8), dominio P N387A 

(3 y 9), dominio P N387D (4 y 10), dominio AT414-15 (5 y 11) y BSA (6 y 12). Las puntas 

de flecha indican las bandas correspondientes a los dominios P (monómeros y dímeros). 
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por tanto, se encuentra por debajo del punto de corte del ELISA. Esto demuestra, al igual 

que los resultados por Dot blot (Figura 20A), que la sustitución del residuo de asparagina 

en posición 387 por un aspartato provoca que el monoclonal pierda la capacidad de unión 

al dominio P. Aunque los tres mutantes ven afectadas la interacción con 2D9, es con el 

mutante N387A dónde se reduce en menor proporción la capacidad de interacción de 

2D9. La mutación de los residuos de la posición 414 y 415 (mutante AT414-15) también 

afecta a la unión de 2D9 con su epítopo como muestran los resultados, reduciéndose la 

señal más que en el caso del mutante N387A. 

Cuando los resultados de densidad óptica se normalizaron según Sánchez et al., 2002, 

se obtuvieron los porcentajes de densidad óptica relativos con respecto al control de 

dominio P RHDV-Nav10/11 de cada uno de los mutantes analizados. Los resultados 

obtenidos y los valores p del análisis estadístico, se muestran en la Tabla 15, dónde puede 

observarse con un p valor menor o igual a 0,001 que, en todos los casos, la disminución 

de la señal de interacción de 2D9 con cada uno de los mutantes y cantidades probadas es 

significativa con respecto al control positivo del dominio P original. Además, se 

demuestra, al igual que en las Figuras 20 y 21, la interacción del anticuerpo 2D9 con el 

mutante N387D se reduce de forma muy intensa y queda en valores cercanos a 0 o incluso 

menores. 

 

Figura 21. Análisis de interacción mediante ELISA indirecto de los mutantes 

puntuales del dominio P con 2D9. Se representan la media y desviación estándar de 

la densidad óptica obtenida de cada mutante analizado por triplicado. La línea de 

puntos muestra el valor de punto de corte del ELISA. 
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Tabla 15. Interacción del anticuerpo 2D9 con los mutantes puntuales de dominio P 

expresada en porcentajes de densidad óptica relativa con respecto al control positivo en 

ensayos de ELISA. 

Resultados se muestran en forma de media±SD. Los valores p obtenidos en la comparación de 

los %DO relativa frente al control positivo (dominio P de RHDV-Nav10/11) son en todos los 

casos p<0,001, salvo: a p=0,001. 

Cuando se realizó la comparación de los porcentajes de DO relativa mostrados en la 

Tabla 15, mediante un test post hoc de Dunn para observar diferencias significativas entre 

los distintos mutantes puntuales, se obtuvo que las diferencias entre los mutantes N387A 

y N387D eran significativas a las cantidades de 100 y 25 ng/pocillo con p=0,026 y 

p=0,042, respectivamente. 

4.2.4. Estudio de la reactividad con 2D9 de mutantes de lazos del dominio P de 

RHDV-Nav10/11 

Para intentar mapear las regiones del dominio P que interaccionan con el monoclonal 

2D9, se realizaron distintos mutantes partiendo de la secuencia original optimizada del 

dominio P de RHDV-Nav10/11. Las mutaciones consistieron en sustituir las secuencias 

de cada uno de los lazos (L1 al L5) del subdominio P2 de Nav10/11 por las del aislado 

de RHDV-Ast89 clásico que no reacciona con 2D9. Las secuencias de cada lazo se 

mutaron de forma individual y también haciendo distintas combinaciones, cambiando 

varios lazos a la vez, que se esperaba afectasen a la interacción con 2D9. Se realizaron el 

mínimo número de cambios en la secuencia de ADN del dominio P de RHDV-Nav10/11 

para modificar los codones que codifican cada aminoácido mutado. Las secuencias del 

dominio P obtenidas de los mutantes realizados se alinearon con las de RHDV-Nav10/11 

y RHDV-Ast89, tanto de ADN (Figura S1, en Anexo) como de proteína (Figura S2, en 

Anexo), para comprobar que el resto del dominio conservaba la secuencia de RHDV-

Nav10/11.  

Mutante de 

dominio P 

Cantidad de fusión de dominio P (ng/pocillo) 

100 50 25 12,5 

N387A 64,31±2,79a 62,68±1,95 23,51±0,87 9,35±1,08 

N387D 0,06±0,13 0,24±0,08 -0,03±0,06 -0,39±0,21 

AT414-15 36,24±3,61 40,53±3,51 14,03±2,36 5,08±0,12 
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Los residuos aminoácidos sustituidos en cada lazo y sus posiciones dentro de VP1 se 

especifican en los alineamientos de la Figura 22. En la misma figura se muestran los 

modelos tridimensionales obtenidos con el programa PyMOL utilizando su herramienta 

de mutagénesis para modificar residuos aminoacídicos sobre la secuencia de RHDV-

Nav10/11. Como puede observarse, en el lazo 1 (Ser301-Phe315, en color rojo), se 

sustituyen un total de 7 residuos aminoacídicos. En el lazo 2 (Asn319-Ala352, en 

amarillo), se cambian 8 aminoácidos. Un total de 3 residuos son los que se sustituyen en 

el caso del mutante del lazo 3 (Trp361-Ala375, en violeta). En el caso del lazo 4 (Thr382-

Gln389, en color naranja) se introdujeron sólo dos cambios en la secuencia. El lazo 5 

(Ile404-Ala416) contiene un total de 6 sustituciones. En consecuencia, los mutantes de 

dominio P que contienen varios lazos sustituidos contendrán la suma de los cambios de 

cada lazo. El mutante L1L4 tiene un total de 9 residuos sustituidos, en el caso de L4L5 

serán 8 los aminoácidos cambiados y en el triple mutante L1L4L5 hay 15 residuos que 

difieren con respecto al dominio P de RHDV-Nav10/11. 

Una vez realizadas las mutaciones sobre la secuencia del dominio P de RHDV-

Nav10/11 optimizado para su expresión en E. coli, se clonaron en el vector pMal-c2X 

modificado, dónde se expresaron en forma de fusión con la proteína MBP y una cola de 

6 histidinas (His tag, o 6xHis). Las proteínas de fusión de los distintos dominios de 

RHDV-Nav10/11, RHDV-Ast89 y las versiones mutantes se expresaron en la cepa BL21 

de E. coli y, tras su inducción con IPTG, se purificaron. Finalmente, se analizaron 

mediante electroforesis en SDS-PAGE y tras la tinción con Coomassie del gel, se 

cuantificaron mediante el análisis de imagen en el software Image Studio.  

Para comprobar si estos dominios P mutantes mantenían la capacidad de formar 

dímeros se analizaron en condiciones nativas mediante electroforesis (Figura 23A) y 

Western blot empleando un anticuerpo anti-His tag (Figura 23B). En los resultados de la 

electroforesis puede observarse como, en todos los casos, aparece una banda de 

aproximadamente 85 kDa, correspondiente al monómero del dominio P fusionado con 

MBP y cola de histidinas, y una banda de tamaño superior (cabezas de flechas). Además, 

en el análisis por Western blot se comprueba que esas dos bandas contienen la fusión, 

puesto que son detectadas con el anticuerpo frente a cola de histidinas. 
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Figura 22. Localización mediante alineamientos y 

modelos tridimensionales de los residuos sustituidos en 

los mutantes de lazo del dominio P de RHDV-Nav10/11. 
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Para analizar la reacción de los distintos dominios mutantes con el monoclonal 2D9 se 

realizó un ELISA indirecto tapizando la placa con las distintas construcciones de 

dominios P fusionados con MBP y cola de histidinas, en distintas cantidades. Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 24. Como control positivo se incluyó en 

cada placa de ELISA la construcción original del dominio P de RHDV-Nav10/11, y se 

utilizó el dominio P de RHDV-Ast89 como control negativo. 

En la Figura 24 puede observarse cómo en todos los dominios P de Nav10/11 en los 

que se ha sustituido uno o varios lazos por sus equivalentes en Ast89 se reduce la 

capacidad de interacción con 2D9. En algunos casos, como el mutante del lazo 5 (L5), el 

doble mutante (L4L5) y el triple mutante (L1L4L5), a todas las cantidades probadas, los 

valores obtenidos de señal frente a 2D9 son similares al punto de corte de la técnica y al 

control negativo con dominio P de Ast89. Por lo que se deduce que el cambio realizado, 

especialmente, del lazo 5 provoca una drástica pérdida de interacción con 2D9. 
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Figura 23. Estudio de dimerización de los mutantes de lazo del dominio P de RHDV-

Nav10/11. A. Electroforesis en condiciones nativas. B. Análisis en condiciones 

nativas por Western blot utilizando el anticuerpo primario anti-His tag. Dominios P 

mutantes de L1 (1), L2 (2), L3 (3), L4 (4), L5 (5), L1L4 (8), L4L5 (9) y L1L4L5 (10). 

Dominios P de RHDV-Nav10/11 (6) y RHDV-Ast89 (7). Las puntas de flecha 

indican las bandas correspondientes a los dominios P (monómeros y dímeros). 
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Los resultados de densidad óptica obtenidos se normalizaron y corrigieron según 

Sánchez et al., 2002, y se obtuvieron los porcentajes de densidad óptica relativa con 

respecto al control de dominio P RHDV-Nav10/11 (Tabla 16). En el análisis puede que, 

en todos los casos, la disminución de la señal con respecto al control positivo es 

significativa con un p valor <0,05.  

Posteriormente, se realizó un análisis estadístico para determinar si existían diferencias 

significativas en el porcentaje en que se reduce la señal de 2D9 entre los distintos 

mutantes del dominio P. Con respecto a los mutantes simples, donde las mutaciones solo 

se realizaron sobre un lazo del dominio P, se observaron diferencias significativas entre 

el mutante L1 y L5 para todas las cantidades de antígeno, 12,5 ng/pocillo (p=0,02), 25, 

50 o 100 ng/pocillo (p=0,0087). Con respecto a los dobles mutantes, L1L4 y L4L5, y el 

triple mutante L1L4L5, aplicando un test post hoc de Dunn no se obtuvieron diferencias 

significativas entre ellos. Cabe puntualizar que, puesto que estos análisis se aplicaron a 

datos obtenidos en ensayos ELISAs realizados de forma independiente, no puede hacerse 

Figura 24. Análisis mediante ELISA de la interacción entre 2D9 y los mutantes de lazo del 

dominio P de RHDV-Nav10/11. Se representan la media y desviación estándar de la densidad 

óptica obtenida con cada mutante analizado por triplicado. La línea de puntos muestra el valor 

de punto de corte del ELISA. 
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una correcta comparación estadística entre los mutantes simples y los mutantes dobles y 

triple. A pesar de ello, se puede observar en la Tabla 16 que los dobles y triple mutantes 

de lazo reducen la señal frente a 2D9 más intensamente que algunos de los mutantes de 

un solo lazo. La acumulación de mutaciones en los dominios P con varios lazos mutantes 

parece incrementar la pérdida de unión del anticuerpo 2D9 cuando se compara con los 

mutantes del dominio con un solo lazo mutado. Además, esta reducción es más drástica 

si uno de los lazos sustituidos es el lazo 5, como ocurre en el doble mutante L4L5 y el 

triple mutante L1L4L5. 

Tabla 16. Análisis ELISA de la interacción del anticuerpo 2D9 con los mutantes de lazo del 

dominio P expresada en porcentajes de densidad óptica relativa con respecto al control positivo. 

Mutante de 

dominio P 

Cantidad de fusión de dominio P (ng/pocillo) 

100 50 25 12,5 

L1 57,88±2,84 60,41±6,84 48,19±15,46c 28,28±6,77a 

L2 37,99±1,73 41,94±1,59 17,22±0,83 5,47±0,53 

L3 43,11±4,23 46,48±3,52 28,77±3,45 12,16±1,66 

L4 37,63±1,66 37,34±2,50 26,29±6,00a 12,66±1,40 

L5 2,11±0,08 1,76±0,36 0,16±0,07 -1,02±0,09 

L1L4 8,83±1,23 9,57±0,38 6,29±1,76 2,23±0,01b 

L4L5 0,06±0,04 -0,08±0,01 -0,34±0,06 -0,57±0,03 

L1L4L5 2,68±0,17 2,49±0,10 -0,13±0,20 -0,44±0,13 

Los p valores obtenidos en la comparación de los %DO relativa frente al control positivo 

(dominio P de RHDV-Nav10/11) son todos de p<0,001, salvo: a p=0,001; b p=0,012; c p=0,014. 

De forma complementaria al estudio de la interacción del anticuerpo monoclonal 2D9 

con estos dominios P mutantes, se esperaba realizar un ensayo de la capacidad de 

hemaglutinación de glóbulos rojos de estos dominios mutantes considerando las 

diferencias hemaglutinantes presentes entre los aislados RHDV-Ast89 y RHDV-

Nav10/11 (Dalton et al., 2012). Además, otros trabajos previos habían demostrado que el 

dominio P es la región de la proteína VP1 que contiene los sitios de unión a HBGAs 

(Leuthold et al., 2015). Esto planteaba la posibilidad de determinar si los lazos que se 

habían sustituido en los mutantes generados contenían esas regiones de unión a HBGAs. 

Sin embargo, en las pruebas de hemaglutinación realizadas con las fusiones de dominios 

P originales de los aislados RHDV-Nav10/11 y RHDV-Ast89 se comprobó que no son 

capaces de hemaglutinar (datos no mostrados), a diferencia de las VLPs de los mismos 
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aislados. Dados estos resultados no fue posible continuar con la determinación de posibles 

sitios de unión del dominio P del virus a los HBGAs. 

4.2.5. Desarrollo de nuevas herramientas diagnósticas para la detección de 

RHDVb 

La nueva variante del virus RHDV se ha expandido por la península Ibérica, dónde ya 

no se aíslan brotes de RHDV clásico (Calvete et al., 2014; Lopes et al., 2015a). Además, 

recientemente se han descrito brotes de virus recombinantes cuyos genomas contienen la 

secuencia de VP1 de RHDVb a continuación de las secuencias no estructurales de 

genomas de RHDV-G1 o virus no patogénicos (G1/RHDVb o np/RHDVb) (Lopes et al., 

2015b). Por esto ha surgido la necesidad de disponer de herramientas diagnósticas que 

permitan la detección de RHDVb específicamente y ayuden al seguimiento y control de 

la enfermedad. 

Como se ha mostrado en el apartado anterior, se obtuvieron anticuerpos monoclonales 

frente a distintos tipos de VLPs que muestran diferentes especificidades con respecto al 

tipo de RHDV que se considere. Concretamente, centramos el trabajo sobre dos 

anticuerpos monoclonales que pueden tener aplicaciones diagnósticas importantes: 3A10 

que mostró reacción frente a virus clásico y nueva variante, y 2D9 que reaccionó frente a 

un epítopo conformacional específico de RHDVb. Además, se disponía de un anticuerpo 

policlonal de cabra producido frente a VLPs de RHDVb y que interaccionaba frente a 

VLPs tanto de RHDVb como de RHDV-G1. 

En el presente trabajo se ha colaborado para el desarrollo de una herramienta rápida 

de diagnóstico diferencial para la nueva variante del virus RHDV, basado una tira 

inmunocromatográfica de flujo lateral (Dalton et al., 2017). Este ensayo requiere la 

inmovilización del anticuerpo 3A10 en una región de una membrana porosa (zona R, 

Figura 25). Las muestras analizadas que pueden ser VLPs, exudados de la cavidad 

abdominal de conejos u homogeneizados al 10 % de hígado, se añaden a una solución 

coloidal que contiene, marcado con partículas de látex, el anticuerpo 2D9. Esta solución 

coloidal también contiene una molécula marcadora que al ser detectada en la zona control 

(zona C), indica el correcto funcionamiento del ensayo. La mezcla de la muestra, aplicada 

sobre la zona M, se absorbe y fluye a lo largo de la membrana por acción de la capilaridad. 

La concentración de las moléculas marcadoras puede visualizarse a simple vista con 
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líneas de color rojo (R) y/o verde (C), determinando el resultado del ensayo. Atendiendo 

a los resultados obtenidos mediante este ensayo, permitió la detección específica de 

muestras de VLPs de RHDVb purificadas, a diferencia de las pruebas con VLPs de 

RHDV-G1 que no fueron detectadas. El análisis de distintas cantidades de VLPs de 

RHDVb purificadas mostró que el límite de detección de este ensayo de 

inmunocromatografía lateral es de 7,8 ng/mL (datos no mostrados). A modo de ejemplo, 

en la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos del análisis por separado de 

homogeneizados de hígado de conejos infectados con el aislado RHDV-Ast89 o RHDV-

Nav10/11. Como puede observarse, estos resultados indican la detección específica de 

viriones de RHDV-Nav10/11 y la falta de detección de RHDV-Ast89. 

 

 

 

 

Figura 25. Análisis de la presencia de viriones de RHDV-Ast89 

(RHDV-G1) y RHDV-Nav10/11 (RHDVb) usando un dispositivo de 

inmunocromatografía lateral. (M) Muestra; (C) Control; (R) Resultado. 

La presencia de la banda R indica la detección de RHDVb en la 

muestra. 

 

Para evaluar el rendimiento del ensayo, se analizaron un total de 91 muestras de hígado 

de conejos (Tabla 17). Previamente, para las mismas muestras, se determinó la presencia 

de RHDV o RHDVb mediante las técnicas standard de ELISA (INGEZIM RHDV DAS 

kit, INGENASA) y de RT-PCR (Dalton et al., 2014) para la detección de antígeno o 

copias de ARN virales, respectivamente. En las 91 muestras, se determinó la presencia 

de RHDVb (67 muestras), de RHDV-G1 (8 muestras) o de RHDVa (2 muestras), y 14 de 

las muestras fueron negativas para RHDV (Tabla 17). El análisis mediante las tiras de 

inmunocromatografía lateral específica frente a RHDVb, mostró resultados positivos 

(banda de color rojo en zona R) en las 67 muestras que contenían RHDVb. Las 24 

muestras restantes (negativas o, con RHDV-G1 o RHDVa), dieron como resultado la 

banda verde del control positivo (zona C), demostrando la presencia de la muestra y el 

correcto funcionamiento del ensayo, pero la ausencia de la banda roja en la zona R indicó 
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el resultado negativo para RHDVb. Los datos obtenidos indican la sensibilidad del 100 

% y la especificidad del 100 % frente a RHDVb de esta herramienta diagnóstica. Los 

valores predictivos positivo y negativo fueron, ambos casos, del 100 %. El valor kappa 

obtenido de 1 indica una buena concordancia en los resultados. 

Tabla 17. Muestras positivas y negativas analizadas mediante 

(RT-PCR y ELISA) o inmunocromatografía lateral. 

  RT-PCR y ELISA 

   + - 

Inmunocromatografía 

RHDVb 

 

67 0 + 

- 0 24 

 

 

Como se ha demostrado, se trata de una herramienta de aplicación rápida para la 

detección de brotes de RHDVb directamente en el campo o granja, ayudando a tomar lo 

antes posible las decisiones necesarias para controlar la transmisión de la enfermedad. 

Sin embargo, este diagnóstico no permite la cuantificación de la cantidad de antígeno 

viral presente en la muestra, o el análisis conjunto de grandes números de muestras. Por 

eso, en este trabajo también se planteó el diseño de un ELISA para la detección diferencial 

de antígeno de RHDVb. 

El presente trabajo contribuyó, en colaboración con el SERIDA, al desarrollo de un 

ELISA tipo sándwich específico frente a RHDVb. Para ello se plantearon diferentes 

aproximaciones según la combinación de los distintos anticuerpos de los que se disponía, 

mostradas en la Tabla 18. Además, se determinaron las concentraciones óptimas de 

anticuerpos monoclonales o policlonales, extracto de hígado y conjugado para la 

detección de IgGs. Un total de 88 muestras de hígado de conejo empleadas fueron 

previamente clasificadas en 5 grupos (Tabla 19) mediante secuenciación de fragmentos 

amplificados por RT-PCR de dos regiones del genoma que corresponden a la región de 

VP1 y a la región de la polimerasa (Dalton et al., 2018a; Dalton et al., 2014). 

En el estudio de discriminación de muestras positivas y negativas, se observó que los 

ELISAs dónde el anticuerpo policlonal de cabra frente a VLPs de RHDVb se encuentra 

tapizando la placa (ELISA 1 y ELISA 2, Tabla 18), no permiten diferenciar entre las 
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muestras de referencia positivas y negativas. Por tanto, se descartaron estos dos modelos 

de ELISA para los siguientes pasos de validación.  

Tabla 18. Resumen del diseño de los ELISAs tipo sandwich. 

 

En el caso de los métodos donde se utilizó uno de los monoclonales, 3A10 (ELISA 3) 

o 2D9 (ELISA 4) para la captura del antígeno, y el anticuerpo policlonal de cabra para la 

detección de partículas virales, fue posible discriminar entre las muestras positivas y 

negativas probadas. Sin embargo, el ELISA 3, basado en el anticuerpo monoclonal 3A10, 

para capturar el antígeno, no mostró capacidad de diferenciar entre diferentes tipos de 

muestras de RHDV, puesto que los valores medios de porcentaje de densidad óptica 

relativa obtenidos en los grupos RHDVb, RHDVbrec, RHDVa y RHDV-G1 se 

encontraron por encima del valor de punto de corte (Tabla 19). Con respecto al ELISA 

basado en el anticuerpo de captura 2D9 (ELISA 4), se detectaron como positivas todas 

las muestras de hígado clasificadas en los grupos RHDVb y RHDVbrec (Tabla 19), de 

lo que se deduce que el grado de sensibilidad de este ELISA es del 100 %. El total de las 

28 muestras clasificadas dentro de los grupos no infectados o RHDV-G1, y 7 de las 8 

muestras incluidas en el grupo RHDVa mostraron resultados negativos. Estos resultados 

indican que la especificidad de este ELISA es del 97,22 % (35 de las 36 muestras no 

pertenecientes a RHDVb fueron negativas). La media del porcentaje de densidad óptica 

relativa de los grupos RHDV-G1, RHDVa y no infectados fue significativamente menor 

que la del grupo RHDVb, en todos los casos, con un p-valor <0,0001, mientras que no 

hubo diferencias significativas entre los grupos RHDVb y RHDVbrec (p=0,998). El valor 

diagnóstico del ELISA fue de 0,98 y los valores predictivos positivo o negativo fueron 

de 98,1 % y 100,1 %, respectivamente. 

 

Nº 

ELISA 
Anticuerpo de captura Incubación 1 Incubación 2 Incubación 3 

ELISA 1 
Policlonal de cabra 

anti-RHDVb 
Extracto de hígado Monoclonal 2D9 Anti-IgG ratón-HRP 

ELISA 2 
Policlonal de cabra 

anti-RHDVb 
Extracto de hígado Monoclonal 3A10 Anti-IgG ratón-HRP 

ELISA 3 Monoclonal 3A10 Extracto de hígado 
Policlonal de cabra  

anti-RHDVb 
Proteína G-HRP 

ELISA 4 Monoclonal 2D9 Extracto de hígado 
Policlonal de cabra 

anti-RHDVb 
Proteína G-HRP 
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Tabla 19. Análisis ELISA de extractos de hígado de conejo infectados y no infectados 

con distintos tipos de RHDV, utilizando placas tapizadas con los anticuerpos 3A10 o 2D9. 

  3A10 (ELISA 3)  2D9 (ELISA 4) 
Grupo N Media±SD Rango  Media±SD Rango 

RHDVb 40 97,80±21,20 40,00-147,80  98,34±39,82 25,3-180,9 
RHDVbrec 12 119,70±54,52 0,00-172,80  95,60±26,06 23,10-120,80 
RHDV G1 11 74,91±20,17 41,20-100,2  2,63±2,13 0,3-6,4 

RHDVa 8 34,56±33,87 1,3-86,5  3,02±4,50 0,0-13 
No infectados 17 5,42±6,62 0-22,8  2,91±1,97 0,20-7,00 

Los datos corresponden a las medias del porcentaje de densidad óptica relativa ± desviación 

estándar; N, número de animales. Los valores del punto de corte calculados fueron: 25 % 

DO relativa para el ELISA 3 (3A10) y 9 % DO relativa para el ELISA 4 (2D9). 

4.3. DISEÑO Y PRODUCCIÓN DE CANDIDATOS VACUNALES FRENTE A 

LA NUEVA VARIANTE DE RHDV 

Con objeto de buscar candidatos vacunales efectivos frente al RHDVb en esta tesis se 

siguieron distintas líneas de actuación empleando antígenos con distinto nivel de 

complejidad estructural, desde péptidos sintéticos hasta VLPs, y empleando distintos 

sistemas de expresión (bacterias o células de insecto) y rutas de administración (oral o 

parenteral) como se describe, en más detalle, a continuación. 

4.3.1. Péptido sintético basado en el lazo 1 del dominio P de RHDV-Nav10/11 

En estudios realizados previamente por otros autores se había demostrado que péptidos 

sintéticos basados en regiones antigénicas de la cápsida viral pueden ser suficientemente 

inmunogénicos para inducir una respuesta protectora frente al virus. Más concretamente, 

Wang y colaboradores (2013), mostraron que la vacunación con un péptido sintético 

basado en la secuencia del lazo 1 del subdominio P2 de un aislado de RHDVa es capaz 

de proteger frente a la infección por RHDV. Para investigar si en el caso de la nueva 

variante el lazo 1 de RHDV-Nav10/11 es antigénico y puede inducir una respuesta 

inmune efectiva en conejos, se conjugó el péptido NL15 (ver Tabla 13) con la proteína 

KLH para obtener KLH-NL15 que se utilizó posteriormente en un ensayo de vacunación. 

La síntesis del péptido y la conjugación con la proteína KLH fue realizada por la 

empresa Abyntek. La pureza y masa molecular del péptido conjugado se comprobó 

mediante técnicas de espectrometría de masas y cromatografía líquida de alta eficacia. El 
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liofilizado del péptido conjugado se reconstituyó directamente en PBS a pH 7,5 y se 

utilizó en el ensayo de vacunación en gazapos. 

4.3.2. Lactobacilos recombinantes que expresan dominios P de RHDV 

El uso de las bacterias lácticas como agentes profilácticos se ha desarrollado en los 

últimos años dando resultados muy prometedores (Hoang et al., 2015; Martín et al., 

2011). Además, en otros estudios de nuestro laboratorio se había conseguido generar 

lactobacilos recombinantes que expresaban la proteína VP60 de un calicivirus humano 

(Martín et al., 2004). Las principales ventajas que presenta esta estrategia de producción 

de antígeno son, una fácil administración por vía oral y una posible capacidad de colonizar 

el intestino animal permitiendo así que el antígeno permanezca el tiempo suficiente para 

inducir una respuesta inmune efectiva. Por estas razones, hemos planteado en el presente 

trabajo la obtención de lactobacilos recombinantes que expresan, con distinta localización 

celular, el dominio P de un aislado clásico (RHDV-Ast89) o de la nueva variante (RHDV-

Nav10/11). 

Los casetes de expresión con distintas construcciones de dominios P, para la expresión 

en forma anclada a la pared o secretada, se produjeron para ser posteriormente clonadas 

en el vector integrativo derivado de pEM76. Las secuencias de los dominios P fueron 

amplificadas y subclonadas a partir de los correspondientes plásmidos pMalc2X 

modificados donde se encontraban optimizadas para su expresión en E. coli. La 

construcción de los distintos casetes de expresión se hizo siguiendo la estrategia 

desarrollada en Martín et al., 2011. De este modo, para la expresión y secreción de las 

proteínas, se diseñaron diferentes fusiones transcripcionales entre las secuencias de los 

dominios P de RHDV-Nav10/11 o RHDV-Ast89 (con o sin cola de histidinas) y distintas 

regiones del gen promotor de agregación (apf) de Lactobacillus crispatus M247. Además, 

para el caso de expresión del dominio anclado covalentemente a la pared bacteriana la 

fusión incluía la secuencia que codifica la región de anclaje a la pared de la proteinasa P 

(prtP). Los plásmidos integrativos generados tras la clonación de las secuencias de 

dominios P se muestran en la Figura 26A y 26B, respectivamente. Además, puede 

observarse que los plásmidos integrativos incluyen los genes necesarios para la 

integración de las construcciones en el genoma de Lactobacillus.  
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Los plásmidos integrativos se transformaron mediante electroporación en L. paracasei 

y tras los pasos integración, depuración y curación de los recombinantes, se comprobó 

mediante PCR con los cebadores att1 y att7 la correcta integración de las construcciones 

en el genoma de la bacteria. Cada uno de los casetes de expresión que darán lugar a las 

A 

B 

Figura 26. Esquema de plásmidos integrativos para la generación de lactobacilos recombinantes. 

Se muestran los genes de resistencia a eritromicina (EryR, en color azul) y la región de integración 

A2 (int-attP’). A. Plásmidos integrativos para la expresión de dominios P anclados a la pared: 

dominio P de RHDV-Ast89 con cola de histidinas (pIPLA1322) o sin cola de histidinas 

(pIPLA1324), y dominio P de RHDV-Nav10/11 (pIPLA1328). B. Plásmidos integrativos para la 

expresión de dominios P en forma secretable: dominio P de RHDV-Ast89 (pIPLA1339) y 

dominio P de RHDV-Nav10/11 (pIPLA1340). 
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distintas variantes del dominio P una vez integrados en el cromosoma de L. paracasei se 

muestran en la Figura 27. 

Una vez realizadas las construcciones anteriores, se analizó la expresión y producción 

de los dominios P mediante distintas técnicas. Puesto que esta estrategia se basa en la 

expresión constitutiva no inducible de las proteínas, se esperaban bajos niveles de 

producción, por esa razón, se eligió la técnica de citometría de flujo para la detección de 

lactobacilos que expresan dominios P anclados a la pared celular. El anticuerpo primario 

empleado fue el policlonal generado frente a RHDV (Virlab) que sería detectado 

mediante un anticuerpo secundario marcado con un fluorocromo. 

Los resultados obtenidos por citometría de flujo (Figura 28), muestran como los 

perfiles de emisión de fluorescencia de los lactobacilos con dominios P anclados a la 

Figura 27. Esquema de los casetes de expresión de los distintos lactobacilos recombinantes. 

Se muestra el marco abierto de lectura de las distintas construcciones del dominio P (flechas 

blancas). Versiones ancladas covalentemente a la pared bacteriana de los dominios P de 

RHDV-Ast89 con cola de histidinas (EM322) (1) y sin ella (EM324) (2) y el dominio P de 

RHDV-Nav10/11 (EM328) (3). Formas secretable del dominio P de RHDV-Ast89 (EM339) 

(4) y de RHDV-Nav10/11 (EM340) (5). Se representa el péptido señal de secreción del gen 

apf (apf-sp) y el extremo carboxilo terminal del mismo gen (apf-C ter). 
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pared (EM322, EM324 y EM328) poseen un leve desplazamiento hacia la derecha, en 

comparación con los lactobacilos wt (BL23) cuyo valor de fluorescencia está en torno a 

100 (se considera que no hay fluorescencia). Las medias logarítmicas observadas para los 

recombinantes EM322, EM324 y EM328 se encuentran en 11,1, 11,5 y 10,1, mientras 

que para BL23 es de 1,98. Sin embargo, como se observa en las gráficas de la Figura 28, 

en los tres cultivos de recombinantes aparece una pequeña población de células o restos 

celulares que no presentan fluorescencia (se indican rodeadas en naranja).  

 

Figura 28. Análisis de la expresión de dominios P por citometría de flujo. Se muestran las 

medidas de la intensidad de fluorescencia (FL1) para demostrar la presencia de dominios 

P anclados a la pared bacteriana, tras un tratamiento con el antisuero policlonal Virlab. 

BL23, lactobacilos silvestres; EM322, lactobacilos que expresan dominios P de RHDV-

Ast89 con Histag; EM324, lactobacilos que expresan dominios P de RHDV-Ast89; 

EM328, lactobacilos que expresan dominios P de RHDV-Nav10/11. Los círculos naranja 

indican poblaciones o restos celulares que no presentan fluorescencia. 
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Para estudiar la expresión de los dominios P en forma secretable, en los lactobacilos 

recombinantes EM339 (dominio P RHDV-Ast89) y EM340 (dominio P RHDV-

Nav10/11) se analizó el sobrenadante procedente de los cultivos, haciendo previamente 

una precipitación con ácido tricloroacético (TCA) con el fin de concentrar las muestras. 

Se emplearon distintos volúmenes de los precipitados para realizar electroforesis y 

análisis Western blot empleando el suero policlonal Virlab. En los estudios realizados no 

se consiguió la detección de ninguna proteína, por tanto, no puede demostrarse la 

presencia de dominios P en el sobrenadante. Esto indica que, o no se están expresando y 

liberando correctamente al medio, o bien, están presentes en una cantidad demasiado 

reducida para ser detectable mediante la técnica empleada. 

4.3.3. Fusión GST-dominio P de RHDV-Nav10/11 

Actualmente, no es posible diferenciar los animales que han sido vacunados de los que 

han estado en contacto con el virus silvestre. Por esto, es recomendable desarrollar 

vacunas marcadas que, de alguna forma, permitan hacer un diagnóstico más específico 

del origen de anticuerpos frente a RHDV. En este trabajo se ha propuesto el marcaje del 

antígeno vacunal con la proteína GST que, mediante una detección de anticuerpos frente 

a ella, permitiría diferenciar animales vacunados de los que no lo están. El antígeno 

vacunal propuesto como proteína de fusión con GST es el dominio P de RHDV-Nav10/11 

optimizado para su expresión en bacterias.  

La secuencia del dominio P se obtuvo a partir del plásmido pMalc2X-DomPN11opt. 

La subclonación del dominio al vector receptor (pGex4T1) se realizó utilizando los sitios 

de restricción BamHI y NotI que flanquean la secuencia del dominio P. El plásmido 

generado pGex4T1+PdomN11opt contiene en la misma pauta de lectura la proteína GST 

y el dominio P de RHDV-Nav10/11 optimizado como se muestra en la Figura 29A. 

Además, este método permite que en la proteína de fusión resultante exista un sitio de 

corte para la trombina, facilitando así la separación del dominio P de la proteína GST si 

fuese necesario. Una vez obtenido el plásmido de expresión y tras comprobar por 

secuenciación que la secuencia del dominio P se había insertado correctamente, se 

transformó en la cepa BL21 de E. coli para su expresión y purificación. El proceso de 

purificación se realizó por afinidad utilizando la matriz Glutathione Sepharose™4B. En la 

Figura 29B, se han analizado mediante electroforesis (SDS-PAGE) distintas muestras 

tomadas a lo largo del proceso de purificación, observándose la presencia de una banda 
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de 61,2 kDa con el tamaño esperado para la proteína de fusión (GST-P). Posteriormente, 

para comprobar la presencia del sitio de corte por trombina se volvió a unir la fusión a la 

matriz y se incubo con la proteasa, de modo que, finalmente, se obtuvo el dominio P 

aislado, quedando la proteína GST unida a la matriz (Figura 29C). 
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Figura 29. Vector de expresión, análisis de la producción y purificación de la proteína de 

fusión GST-dominio P de RHDV-Nav10/11. A. Esquema del plásmido de expresión de la 

fusión GST-P. B. Análisis electroforético de muestras en distintas etapas del proceso de 

purificación: (1) material no adsorbido a la matriz; (2-4) lavados de la matriz; (5) matriz 

antes de la elución; (6-8) eluidos sucesivos de la proteína de fusión; (9) matriz después de la 

elución. Las flechas negras indican la posición de la proteína de fusión con un tamaño de 61 

kDa. C. Análisis electroforético del proceso de digestión de la fusión con trombina: (1) 

proteína de fusión unida a la matriz; (2-4) eluidos conteniendo dominio P; (5) matriz tras la 

elución. La flecha roja indica la banda que corresponde al dominio P (35 kDa) y la flecha 

verde corresponde a la proteína GST (26 kDa). 
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Para comprobar que el dominio P de RHDV-Nav10/11 generado en forma de fusión 

con GST tenía un buen estado de plegamiento y conformación, se realizó un análisis 

mediante Dot blot con el anticuerpo monoclonal 2D9 (Figura 30). Se incluyó en el 

análisis anticuerpo anti-GST como control. Puede observarse, que 2D9 interacciona con 

la fusión GST-P, al igual que con el control positivo de VLPs, aunque la señal frente al 

dominio P aislado tras el corte con trombina es débil, lo que podría deberse a la menor 

cantidad de proteína que hay en la muestra. El anticuerpo anti-GST, como se esperaba, 

interacciona solo con aquellas muestras que contienen GST. 

 

Finalmente, dado que el dominio P fusionado a GST mantenía una conformación 

similar al de los viriones, o al que presenta en las VLPs, se ensayó la proteína GST-P 

como antígeno vacunal, para evaluar si induce protección frente a la infección por el virus. 

4.3.4. Partículas virales similares al virus (VLPs) 

La formación de VLPs a partir de la proteína mayoritaria de la cápsida de los 

calicivirus producida en distintos sistemas de cultivos celulares ya ha sido demostrada en 

varios estudios (Marin et al., 1995; Nagesha et al., 1995; Pérez-Filgueira et al., 2007; 

Plana-Duran et al., 1996), describiendo la capacidad de la proteína VP1 de RHDV para 

autoensamblarse y formar estas partículas similares al virus que no contienen el genoma 

viral. Por tanto, esta estrategia puede tener interés a la hora de diseñar una vacuna frente 

a RHDV de la nueva variante puesto que el antígeno vacunal sería muy similar al virus y 

podría inducir en animales una respuesta inmune específica frente al virus. 

En el presente trabajo se estudió el diseño y la producción de VLPs del aislado de la 

nueva variante (RHDV-Nav10/11) en células de insecto utilizando baculovirus 

recombinantes. En cuanto al nivel de complejidad del huésped para la expresión de las 

VLPs, se han estudiado dos sistemas de hospedadores. En primer lugar, cultivos celulares 

2D9 

αGST 

1 2 3 4 5 
Figura 30. Análisis Dot blot de la 

reactividad con anticuerpos de la fusión 

GST-dominio P. (1) GST-dominio P; (2) 

dominio P; (3) GST; (4) VLPs de RHDV-

Nav10/11; (5) BSA. 
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de distintas líneas de insecto (Sf9 o HF) y, en segundo lugar, utilizando crisálidas (trabajo 

realizado en colaboración con Algenex).  

La optimización de la secuencia de VP1 de RHDV-Nav10/11 con el software online 

GeneArt® Gen Synthesis para su expresión en células de insecto fue realizado en nuestro 

laboratorio. Esa secuencia fue cedida a la empresa Algenex que se centró en la inserción 

de la secuencia de VP1 en el casete de expresión TopBac TB3.2 que permite una mayor 

viabilidad celular (Gomez-Sebastian et al., 2014) y la producción y rescate de los 

baculovirus recombinantes obtenidos, expresaban la secuencia optimizada de VP1 de 

RHDV-Nav10/11, fueron utilizados en nuestro laboratorio o en la empresa colaboradora 

ALGENEX para la obtención de las VLPs. El análisis de la expresión y rendimientos en 

la producción de VLPs se realizó variando el tipo celular y, con ello, la producción 

intracelular o extracelular de las VLPs (HF o Sf9, respectivamente) y, por otro lado, 

utilizando secuencias de VP1 optimizadas y no optimizadas para la expresión en células 

de insecto (Tabla 20). Puede observarse que en las células HF la producción de VLPs es 

1,7 veces mayor que en células Sf9 con la secuencia optimizada de VP1, y unas 23,7 

veces utilizando la secuencia no optimizada. Cuando se tiene en cuenta la influencia de 

la optimización las diferencias son también muy importantes. Concretamente, en las 

células HF se obtiene 3,6 veces más cantidad de VLPs a partir de la secuencia optimizada, 

mientras que en células Sf9 la diferencia es aún mayor obteniéndose hasta 50 veces más 

cantidad con la secuencia optimizada de VP1. 

Tabla 20. Influencia del uso de distintos sistemas celulares y de la 

optimización de secuencias del gen VP1 en la producción de VLPs. 

 

 

 

 

Las condiciones de cultivo, infección y purificación en los distintos tipos celulares 

presentan diferencias y, en ciertos casos, algunas ventajas o desventajas. En el caso de la 

purificación a partir de monocapas de células HF (en frascos T150) la infección con 

baculovirus se realizó con una m.o.i. de 5 y el tiempo de incubación tras la infección fue 

Tipo celular 
Secuencia VP1 

RHDV-Nav10/11 
Producción de VLPs 

(µg/millón de células) 

HF 
Optimizada 138 

No optimizada 38 

Sf9 
Optimizada 80 

No optimizada 1,6 
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de 3 días. Sin embargo, en cultivos en suspensión de sf9 (matraces Erlenmeyer de 250 

mL) la infección se realizó con una m.o.i. de 10. En cuanto al protocolo de purificación 

es dónde hay mayores diferencias entre ambos sistemas de producción. En células HF, la 

producción intracelular requiere la rotura celular y, con ello, facilitando la liberación de 

proteasas que puede afectar a la estabilidad de las VLPs, lo que alarga y dificulta el 

proceso de purificación. Las células Sf9 que secretan las proteínas al medio, permiten la 

purificación a partir del sobrenadante de cultivo que reduce tanto el tiempo de trabajo 

como la posibilidad de degradación de las proteínas. 

Una vez purificadas correctamente las VLPs de RHDV-Nav10/11 con la secuencia 

optimizada de VP1, se obtuvieron cantidades suficientes para su utilización en ensayos 

de inmunización. Las VLPs purificadas se analizaron en distintas diluciones por SDS-

PAGE y mediante ensayos Western blot utilizando el suero policlonal Virlab (Figura 31). 

A la vez también se analizaron diluciones de extractos crudos de crisálidas infectadas con 

baculovirus proporcionadas por Algenex, que producen VLPs con la misma secuencia 

optimizada de VP1. En el análisis por electroforesis (SDS-PAGE) se estimó la cantidad 

de VP1 presente en los extractos de crisálidas comparándola con la concentración 

conocida previamente de las muestras de VLPs purificadas utilizadas en el mismo gel. 
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4.4. ESTUDIOS DE PROTECCIÓN DE DISTINTOS CANDIDATOS 

VACUNALES FRENTE A RHDVb 

En el presente trabajo se han estudiado distintos candidatos vacunales basados en la 

proteína principal de la cápsida del virus o bien en regiones parciales de ella. A su vez, 

cómo objetivos importantes nos hemos planteado un sistema de administración oral de la 

vacuna (en forma de vacuna oral viva), el diseño de una vacuna marcada y distintas 

estrategias de expresión y producción in vitro de VLPs utilizando baculovirus 

recombinantes que eviten las actuales prácticas de infección experimental de animales 

para la obtención de las vacunas disponibles frente a RHDV. 

4.4.1. Péptido sintético basado en el lazo 1 del dominio P de RHDV-Nav10/11 

En el estudio de la eficacia de la vacuna basada en el lazo 1 de la VP1, se utilizaron un 

total de 8 gazapos divididos en dos grupos: un grupo de 6 conejos vacunados con KLH-

NL15 (nombrados desde C113 hasta C118) y un grupo control de 2 animales inmunizados 
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Figura 31. Análisis SDS-PAGE de muestras de VLPs purificadas y extractos de crisálidas 

que producen VLPs. A. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de 

VLPs purificadas de cultivos de Sf9 o extractos de crisálidas infectadas.  VLP purificadas 

(1) 0,1 µg; (2) 0,05 µg; (3) 0,025 µg; (4) 0,012 µg. Extractos de crisálidas diluidos que 

producen el mismo tipo de VLPs (5) 1/10; (6) 1/20; (7) 1/40; (8) 1/160; (9) 1/80. B. Análisis 

Western blot de las VP1 de RHDV-Nav10/11 utilizando el antisuero policlonal Virlab 

(1:5000). Las puntas de flecha indican la posición de la VP1. 
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con KLH (nombrados como C111 y C112). En la primera inmunización se utilizó el 

adyuvante completo de Freund y, en las demás, el adyuvante incompleto de Freund. Se 

realizaron un total de 5 inyecciones por vía intramuscular, con dosis de 1 mg del antígeno 

por animal. Tras la primera inmunización, las siguientes se realizaron a los 14, 28, 44 y 

61 días. Previamente a cada inyección se extrajo suero de los animales, para hacer un 

seguimiento de la producción de anticuerpos frente a RHDV (Figura 32). 

 

 

Las muestras de suero recogidas antes de las 4 primeras inmunizaciones (días 0, 14, 

28 y 44) se analizaron mediante un kit de ELISA comercial que detecta la presencia de 

anticuerpos frente a RHDV. Los resultados obtenidos (Tabla 21) y no mostraron la 

seroconversión de ninguno de los animales a lo largo de las 3 primeras inmunizaciones. 

Aunque parece aumentar la señal obtenida en algunos casos, como en los sueros de los 

conejos C112, C113 y C114 del día 44 tras la primera inmunización, no pueden llegar a 

considerarse sueros positivos frente a RHDV, puesto que no alcanzan los valores 

descritos por el fabricante del kit de ELISA. Dado que el antígeno presente en el sistema 

comercial de ELISA deriva de un RHDV clásico y el antígeno vacunal empleado se basa 

en el lazo 1 de RHDVb, cuya secuencia es diferente al de RHDV clásico, centraremos el 

análisis de los sueros recogidos en los posteriores muestreos mediante su reacción con 

antígenos más específicos de RHDVb, o con el propio antígeno vacunal. 

 

Figura 32. Esquema del diseño experimental del ensayo de inmunización con el péptido 

sintético conjugado KLH-NL15. 
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Tabla 21. Análisis de la presencia de anticuerpos frente a RHDV en sueros de conejos 

tratados con KLH o KLH -NL15 empleando un sistema ELISA comercial (INGENASA). 

Vacuna Animal día 0 día 14 día 28 día 44 
KLH 

C111 0,076 0,074 0,223 0,189 
C112 0,161 0,126 0,186 0,255 

KLH-NL15 

C113 0,091 0,089 0,138 0,282 
C114 0,109 0,184 0,194 0,253 
C115 0,175 0,112 0,122 0,132 
C116 0,126 0,175 0,207 0,112 
C117 0,080 0,083 0,197 0,176 
C118 0,078 0,177 0,153 0,217 

* El punto de corte del ELISA determinado por el fabricante del kit es de 0,3. 

 

Los sueros obtenidos el último día de inmunización (sueros 61 días) se analizaron 

mediante Western blot para comprobar la presencia de anticuerpos frente a antígenos de 

RHDVb o del propio péptido vacunal (Figura 33). Además, la utilización del análisis por 

Western blot tiene por objeto investigar si los anticuerpos obtenidos eran específicos, y 

no interaccionaban con otras proteínas que no contuviesen el péptido NL15. Los 

resultados obtenidos mostraron la presencia de anticuerpos inespecíficos en algunos 

animales incluido uno de los controles inmunizado sólo con KLH (C111). Se puede 

observar en la Figura 33 (imagen C111, calles 2, 3 y 4) que ese animal produce 

anticuerpos que interaccionan con la fusión KLH-NL15, KLH y GST-P de RHDV-

Nav10/11, respectivamente, pero no identifica a VLPs de RHDV-Nav10/11 (calle 1). 

Como era de esperar todos los animales parecen tener anticuerpos frente a la proteína 

KLH que es una potente inductora del sistema inmune. Sólo uno de los conejos 

inmunizados con la fusión del péptido sintético, nombrado como C118 (Figura 33), 

parece tener anticuerpos que reaccionan con el dominio P de RHDV-Nav10/11, aunque 

podría tratarse de anticuerpos inespecíficos puesto que también interaccionan con algunas 

impurezas de la muestra de GST-P. En el caso del suero del conejo C115 (inmunizado 

con KLH-NL15) parece haber una interacción de los anticuerpos con las VLPs de RHDV-

Nav10/11 y la fusión GST-P, aunque dicha señal es muy débil y también parece ser 

inespecífica. 
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Puesto que los resultados obtenidos mediante Western blot con los sueros a los 61 días 

del primer tratamiento no aportaron resultados fácilmente interpretables, se decidió hacer 

un análisis de la presencia de anticuerpos mediante ELISA. Por esta razón, los sueros 

obtenidos justo antes de iniciar el reto viral (72 días tras el primer tratamiento), se 

analizaron mediante ELISA empleando como antígenos VLPs de RHDV-Nav10/11, 

proteína KLH, péptido NL15 y la fusión KLH-NL15, en cantidades de 100 ng 

antígeno/pocillo. En la Figura 34 se muestran los resultados obtenidos dónde puede 

observarse que no hubo diferencias significativas en los niveles de IgG frente a VLPs, 

KLH o KLH-NL15 entre los animales inmunizados con el conjugado KLH-NL15 o sólo 

la proteína KLH (p=0,02). Sin embargo, los niveles de IgG frente al péptido sintético 

Figura 33. Análisis Western blot de la presencia de anticuerpos en sueros de conejos a los 

61 días del primer tratamiento con KLH-NL15 (C113-C118) o KLH (C111 y C112). Los 

antígenos empleados fueron: (1) VLPs de RHDV-Nav10/11; (2) KLH-NL15; (3) KLH; (4) 

péptido NL15; (5) fusión GST-P de RHDV-Nav10/11. Los sueros se utilizaron en una 

dilución 1:50. 
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NL15 fueron aparentemente mayores en los conejos vacunados con el KLH-NL15 

respecto al grupo control inmunizado sólo con KLH (Figura 34). Cuando se compararon, 

los niveles de anticuerpos en conjunto de todos los animales frente a los diferentes 

antígenos, se observa que los mayores niveles de anticuerpos se obtuvieron frente a la 

fusión KLH-NL15. La cantidad fue mucho menor frente a la proteína KLH, aunque 

resultaron mayores que los presentes frente al péptido NL15 o VLPs de RHDV-Nav10/11 

(Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar la protección conferida por el conjugado KLH-NL15 frente a RHDVb, 

11 días tras la última inmunización (72 días tras la primera inmunización) se inocularon 

todos los animales con RHDV-Gal08/13. El virus se administró por vía subcutánea con 

una dosis por animal de aproximadamente 10 veces la dosis letal 50 (DL50). Después de 

la administración del virus se comprobó el estado general de los animales. Durante las 

primeras 36 horas tras la infección se mantuvo el 100 % de supervivencia de todos los 

animales (Figura 35).  A partir de ese momento la tasa disminuyó hasta el 50 % a las 48 

horas post-infección (hpi) en ambos grupos, manteniéndose en el control (KLH) hasta las 

66 hpi; mientras que en el grupo vacunado con el conjugado KLH-NL15 la tasa de 

supervivencia bajo hasta el 25 % a las 54 hpi. A las 72 hpi todos los animales habían 

sucumbido a la infección con RHDVb. 
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Figura 34. Análisis mediante ELISA de la presencia de anticuerpos en sueros de 

conejos a los 72 días después del primer tratamiento con KLH-NL15 o KLH. Se 

representan las medias y desviación estándar de la densidad óptica obtenida en los 

sueros de los 4 animales tratados con KLH-NL15 (rayado) y los 2 animales tratados 

con KLH (punteado). Los antígenos utilizados fueron: VLPs de RHDV-Nav10/11, 

KLH, péptido NL15 o KLH-NL15. La línea de trazos indica el punto de corte de 

positividad del ensayo. 
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4.4.2. Evaluación de la eficacia de la vacunación oral con lactobacilos 

recombinantes 

Con el objetivo de comprobar la eficacia de los antígenos vacunales propuestos en 

forma de bacterias lácticas, que expresan los dominios P de RHDV anclados a la pared, 

se realizó un experimento de vacunación por vía oral con los distintos lactobacilos 

recombinantes por separado. Además de la producción de anticuerpos y tasa de 

supervivencia frente al virus RHDVb se hizo un seguimiento para determinar la posible 

colonización del intestino de los conejos por parte de estas bacterias. 

El ensayo de vacunación oral se realizó utilizando un total de ocho conejos hembra de 

la raza NZW de tres meses de edad y un peso aproximado de 2,7 kilogramos. Como se 

muestra en la Figura 36, se establecieron tres grupos de dos animales cada uno, que se 

inmunizaron con distintas cepas recombinantes de lactobacilos que expresaban 

construcciones de dominios P ancladas a la pared: (grupo 1) EM322, dominio P de 

RHDV-Ast89 con cola de histidinas; (grupo 2) EM324, dominio P de RHDV-Ast89; 

(grupo 3) EM328, dominio P de RHDV-Nav10/11. Como control se inmunizaron dos 

animales con la cepa BL23 no transformada de L. casei. 
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Figura 35. Supervivencia de conejos tratados con el péptido conjugado KLH-NL15 

frente a la infección con RHDVb. (Cuadrados) animales tratados con el conjugado 

KLH-NL15; (Cruces) animales tratados con KLH. 
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La primera administración (día 0) se realizó por vía oral con 4 mL por animal de un 

extracto de cultivo de lactobacilo resuspendido en PBS (pH 7,5) y que tenía un título 

aproximado de 2,5x109 ufc/mL (dosis de 1x10 10 ufc/animal). El segundo tratamiento (día 

25) se realizó con una dosis 8,8 veces mayor de bacterias por animal y la suspensión 

bacteriana se realizó en leche desnatada al 10 % dado que, según otros estudios, los 

lactobacilos se conservan mejor y mejoran los resultados de inmunizaciones 

(comunicación personal de Mª Cruz Martín, IPLA). 

Para estudiar la colonización del intestino de conejo por estas bacterias recombinantes, 

se recogieron muestras de heces al día siguiente de cada vacunación y, tras el reto viral, 

post-mortem se tomaron secciones de distintas partes del intestino delgado. 

La producción de anticuerpos frente a RHDV se analizó mediante ELISA enfrentando 

a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Figura 37A) o RHDV-Ast89 (Figura 37B) con los sueros 

recogidos a los 25 días tras la primera inmunización (25 dpi) y a los 39 días después de 

la segunda, equivalentes a 64 días después de la primera inmunización (64 dpi). Los 

valores de densidad óptica frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Figura 37A) solo superan 

el punto de corte del ELISA en los animales del grupo 3 (EM328, lactobacilos con 

dominio P-Nav10/11) a los 25 dpi. Además, ese valor es significativamente superior a los 

obtenidos con los sueros de 25 dpi de los grupos control (p=0,002), grupo 1 (p=0,002) y 

grupo 2 (p=0,031), según el test de Tukey. En el caso de los sueros obtenidos a los 64 dpi 

las densidades ópticas obtenidas frente a VLPs de RHDV-Nav10/11, no muestran 

Figura 36. Esquema del diseño experimental para el ensayo de vacunación oral con lactobacilos 

recombinantes. 
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diferencias significativas entre los distintos grupos de conejos, según el test Kruskal-

Wallis (p=0,265). Además, en ningún grupo se supera el punto de corte de la técnica, 

indicando que no se han producido anticuerpos frente a la nueva variante en los conejos 

tratados oralmente con los lactobacilos recombinantes.  

En cuanto a la presencia de anticuerpos frente a VLPs de RHDV-Ast89 (Figura 37B), 

en todos los grupos y tiempos de muestreo los valores superan el punto de corte del 

ELISA. Curiosamente, en el grupo control (tratados con lactobacilos no recombinantes), 

la densidad óptica parece aumentar en los sueros 64 dpi, sin embargo, las diferencias no 

son significativas con respecto a los sueros de los 25 dpi. En el grupo de conejos tratados 

con lactobacilos EM322 (PdomAst89-Histag) (grupo 1) se mantienen iguales los valores 

obtenidos en los sueros de 25 dpi y 64 dpi, siendo similares a los del grupo control. Los 
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Figura 37. Análisis ELISA de la presencia de anticuerpos frente a distintos tipos 

de RHDV en sueros de conejos tratados oralmente con lactobacilos recombinantes. 

A. Media y desviación estándar obtenidas frente a VLPs de RHDV-Nav10/11. B. 

Media y desviación estándar obtenidas frente a VLPs de RHDV-Ast89. Los sueros 

analizados se tomaron a los 25 (rayas) y 64 (puntos) días tras la primera 

administración. Letras distintas indican diferencias significativas entre los valores. 
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sueros de los animales pertenecientes al grupo 2 (EM324, PdomAst89) muestran un 

aumento de la densidad óptica a los 64 dpi con respecto a los 25 dpi. Los sueros del grupo 

3 (EM328, PdomNav10/11) muestran valores similares a los 25 dpi y 64 dpi. Con respecto 

a los análisis estadísticos, según el test de Tukey, comparando los resultados a 25 dpi 

(barras rayadas, Figura 37B) entre los distintos grupos, se observa que el valor de 

densidad óptica del grupo 3 es significativamente superior a los del resto de grupos con 

p<0,001. Para la densidad óptica obtenida en los sueros de 64 dpi (barras punteadas) el 

test de Tukey indica que los valores de los grupos 2 y 3 son significativamente superiores 

al del grupo 1 con p=0.005 y p=0.034, respectivamente.  

Posteriormente, para comprobar si en función del antígeno vacunal que expresaba el 

lactobacilo había diferencias en la producción de anticuerpos frente a los dos tipos de 

VLPs, se tomaron para cada grupo los resultados conjuntos obtenidos de los dos tiempos 

de muestreo (25 y 64 dpi) en el ELISA con VLPs de RHDV-Nav10/11 y se compararon 

con los del ELISA con VLPs de RHDV-Ast89. De este modo los resultados de las medias 

y las desviaciones estándar obtenidas (Tabla 22) permiten observar que los valores 

obtenidos en todos los grupos utilizando un ELISA frente a VLPs de RHDV-Ast89 son 

significativamente superiores a los obtenidos en un ELISA frente a VLPs de RHDV-

Nav10/11. 

Tabla 22. Análisis de la producción de anticuerpos frente a distintos RHDV en 

suero tras la administración oral de lactobacilos recombinantes. 

 VLPs RHDV-Nav10/11 VLPs RHDV-Ast89 P-valor 

Control 0,060±0,003 0,086±0,005 0,006 

Grupo 1 0,060±0,004 0,079±0,006 0,011 

Grupo 2 0,065±0,007 0,088±0,007 0,004 

Grupo 3 0,076±0,003 0,127±0,007 0,002 

Los valores mostrados indican media de DO±SD obtenidos en todos los sueros de 

un mismo grupo de animales, frente a un tipo determinado de VLP. 

Para el estudio de colonización del intestino las muestras de heces se hidrataron y 

resuspendieron en PBS, para poder sembrar diferentes volúmenes (100 µl y 200 µl) en 

placas de medio MRS Broth con eritromicina para aislar lactobacilos recombinantes. Una 

vez tituladas las muestras de heces se comprobó mediante PCR con los cebadores att1 y 

att7 que las colonias correspondían a lactobacilos recombinantes. Las muestras de 
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intestino delgado, una vez eliminadas las heces que contenían, se rascaron sus paredes 

internas y con PBS se resuspendieron para seguir el mismo procedimiento que con las 

muestras de heces. Los títulos de lactobacilos obtenidos tras 24 horas desde la primera 

administración (Tabla 23) muestran que todos los animales defecaron una cantidad 

importante de bacterias por gramo de heces, siendo superior en el grupo 1. Después de 24 

horas tras la segunda administración, el título de bacterias en heces baja en el grupo 1 

(Tabla 23), y en los otros dos grupos no fue posible aislar ninguna bacteria, por problemas 

sobrevenidos de contaminaciones por hongos. En el caso de las secciones de intestino 

delgado no se obtuvieron colonias de lactobacilos recombinantes de ningún animal, lo 

que indica que las bacterias podrían no estar colonizando esta zona del intestino de los 

conejos. 

Tabla 23. Cuantificación de lactobacilos recombinantes en heces de conejos tratados 

oralmente. 

Los resultados de las titulaciones están expresados en medias de unidades 

formadoras de colonias por gramo de heces analizadas. 

Para evaluar la protección frente al virus, pasados 39 días desde la segunda 

administración (día 64 del experimento) los animales se inocularon con RHDV-Gal08/13, 

y que causa 100 % de mortalidad en conejos adultos. El reto viral se realizó inyectando 

por vía subcutánea una dosis por animal de aproximadamente 10 veces la dosis letal 50 

(DL50). Tras la inoculación del virus el estado de los conejos se comprobó diariamente. 

Durante las primeras 24 horas post-inoculación (hpi) en las que no se encontró ningún 

animal con síntomas de enfermedad. Como puede observarse en la Figura 38, entre las 

24 y 36 hpi murieron todos los animales de los grupos control, y vacunados oralmente 

con lactobacilos que expresaban dominios P de RHDV-Ast89 o RHDV-Nav10/11. Sin 

embargo, el 50 % del grupo de animales tratados con lactobacilos que producían dominios 

P de RHDV-Ast89 con cola de histidinas sobrevivió hasta las 48 horas después de la 

inoculación del virus. 

Momento de 

muestreo 
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 

1ª inmunización 8,9x10
8

 ufc/g 2,27x10
8

ufc/g 2,72x10
8 

ufc/g 

2ª inmunización 2,31x10
8

 ufc/g - - 
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4.4.3. Evaluación de la eficacia de vacunación con VLPs y dominios P de RHDV-

Nav10/11 

La elevada capacidad inmunogénica de las VLPs frente a al virus clásico de RHDV ya 

ha sido comprobada anteriormente en otros estudios (Boga et al., 1997; Pérez-Filgueira 

et al., 2007; Plana-Duran et al., 1996). Sin embargo, en el presente trabajo nos planteamos 

estudiar la capacidad de inducir protección frente a un aislado de la nueva variante 

(RHDV-Gal08/13) del virus que provoca el 100 % de mortalidad en gazapos, y a la vez, 

estudiar posibles diferencias provocadas por las distintas estrategias de producción de las 

VLPs. 

Teniendo en cuenta que en estudios previos se identifica el dominio P de la proteína 

VP1 de RHDV como una región antigénica importante y más expuesta al exterior de la 

cápsida del virus (Leuthold et al., 2015; Wang et al., 2013), en este trabajo se ha planteado 

a este dominio P como un candidato vacunal frente a la nueva variante del virus. Para 

esto, se ha evaluado la capacidad del dominio P de RHDV-Nav10/11 fusionado con GST 

(GST-P) de inducir una respuesta inmune protectora frente a un desafío viral letal. 

La evaluación de la eficiencia vacunal de las VLPs de RHDV-Nav10/11 purificadas o 

presentes en extractos de crisálidas, así como de los dominios P de RHDV-Nav10/11 
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Figura 38. Supervivencia frente a RHDVb (Gal08/13) después de la 

administración oral de distintos tipos de lactobacilos recombinantes que 

expresan, anclados a la pared, distintos dominios P: DomPAst89-Histag 

(rombos), DomPAst89 (cuadrados), DomPNav10/11 (triángulos). Grupo 

tratado con lactobacilo silvestre (cruces). 
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fusionados con GST (GST-P), se realizó simultáneamente en un único experimento 

empleando conejos de 29 días de edad. Como aparece esquematizado en la Figura 39, se 

establecieron un total de 9 grupos experimentales con 4 animales por cada uno de ellos. 

Para la vacunación con VLPs se utilizaron 4 grupos de gazapos que se inmunizaron con 

VLPs de RHDV-Nav10/11 procedentes de distintas estrategias de expresión y en 

presencia o ausencia de adyuvante (AlOH3). Los grupos 1 y 2 se vacunaron con VLPs 

purificadas a partir de cultivos celulares de insecto, en presencia o ausencia de adyuvante, 

respectivamente. Los grupos 3 y 4 se inmunizaron con extractos de crisálidas que 

expresan VLPs, en presencia o ausencia de adyuvante. Se emplearon en todos los casos 

dosis de 5 µg de VLPs por animal. Los grupos 5, 6 y 7 se emplearon para estudiar la 

inmunización con la fusión del dominio P y GST (GST-P) en distintas dosis: 10 µg de 

GST-P/animal y 100 µg de GST-P/animal, ambos en presencia de adyuvante (grupos 5 y 

6, respectivamente), y 100 µg de GST-P/animal sin adyuvante (grupo 7). Los animales 

controles utilizados se dividieron en dos grupos: uno al que se le administró PBS (control 

1) y otro al que se le inyectó una mezcla de PBS y la solución adyuvante de AlOH3 

(control 2) (Figura 39). Los antígenos se administraron en un volumen final de 0,5 

mL/animal por vía subcutánea. 

Figura 39. Esquema del diseño experimental para el estudio de la eficacia vacunal, frente a 

RHDVb, de tratamientos con VLPs o la proteína de fusión GST-dominio P. 
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Previamente a la inmunización se tomaron muestras de sangre de todos los animales 

para comprobar la ausencia de anticuerpos frente a RHDV. Los sueros obtenidos de estas 

muestras se analizaron mediante ELISA (sistema comercial de INGENASA), dando 

resultados negativos en todos los casos.  

Después de la muerte, o sacrificio, de los animales se tomaron muestras de hígado para 

un posterior análisis por RT-PCR para comprobar la presencia del virus RHDV y realizar 

una cuantificación del número de copias de ARN viral. 

Para evaluar la protección frente al virus, pasados 7 días desde la vacunación los 

animales se inocularon con RHDV-Gal08/13 por vía subcutánea con una dosis por animal 

de aproximadamente 10 veces la dosis letal 50 (DL50). Tras la administración del virus se 

comprobó diariamente el estado general de los animales. Los resultados de supervivencia 

de los animales se muestran en la Figura 40. Durante las primeras 24 horas (día 1 del 

reto) post-infección no se encontró ningún síntoma de enfermedad en los conejos. Entre 

los días 1 y 3 tras el reto se produjo la muerte de todos los animales de grupos controles 

(PBS y PBS+ady) (Figura 40A). En el caso de la vacunación con VLPs, se observa que 

en los grupos tratados con VLPs purificadas y extractos de crisálidas sin adyuvante la tasa 

de supervivencia se reduce al 0 % el día 3, similar a lo ocurrido con los grupos controles. 

Sin embargo, en presencia de adyuvante, los animales vacunados con extractos de 

crisálidas mantienen una tasa de supervivencia del 50 % desde el día 4 tras la infección 

hasta el final del experimento (3 días después), y en los animales vacunados con VLPs 

purificadas la tasa de supervivencia fue del 100 % a los 7 días desde el desafío (Figura 

40B). Al analizar las tasas de supervivencia de los gazapos vacunados con la fusión GST-

dominio P de RHDV-Nav10/11, puede observarse (Figura 40C) que, al igual que ocurría 

en los grupos controles, la supervivencia de los conejos inmunizados con 10 µg de GST-

P con adyuvante se reduce hasta 0 % a los 3 días después de la infección. La vacunación 

con 100 µg de GST-P en presencia de adyuvante retrasa la muerte de todos los animales 

hasta el día 5 post-infección y, curiosamente, la inmunización con esa misma dosis de 

GST-P en ausencia de adyuvante produce la supervivencia del 50 % de animales desde el 

cuarto día post-inoculación del virus hasta el final del experimento (3 días después). 
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Para comprobar si los animales supervivientes habían producido anticuerpos frente a 

RHDV se les tomaron muestras de sangre y los sueros se analizaron mediante ELISA 

(Tabla 24). Los valores positivos en ELISA obtenidos de los sueros de los dos animales 
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Figura 40. Supervivencia de conejos frente a RHDVb tras la vacunación con VLPs 

o GST-dominio P. A. Animales control. B. Animales tratados con VLPs purificadas 

y extractos de crisálidas, en presencia o ausencia de adyuvante. C. Animales tratados 

con distintas dosis de la fusión GST- dominio P (GST-P) en presencia o ausencia de 

adyuvante. El tiempo 0 corresponde al momento de la inoculación del RHDVb. 
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supervivientes que habían sido vacunados con 100 µg de GST-P en ausencia de 

adyuvante, demuestran la producción de anticuerpos frente a RHDV. Sin embargo, hay 

que indicar que los valores obtenidos son cercanos al punto de corte del método, lo que 

muestra un título bajo de anticuerpos. 

Tabla 24. Análisis de la presencia de anticuerpos frente a RHDV en animales supervivientes 

mediante ELISA comercial (INGENASA). 

Grupo experimental 
Animal 

superviviente* 

Suero 1 (día 0  

del experimento) 

Sueros 2 (fin  

del experimento) 

Extracto+ady 
9 0,083 0,234 

12 0,077 2,775 

VLPs+ady 

17 0,063 1,146 

18 0,067 0,396 

19 0,068 2,259 

20 0,067 2,439 

100 µg GST-P 
33 0,068 0,331 

36 0,087 0,319 

* Identificación individual del animal superviviente. El punto de corte del ELISA 

determinado por el fabricante es de 0,3. 

 

Como ya se había descrito en otros trabajos las diferencias antigénicas existentes entre 

las cápsidas del virus clásico RHDV y la nueva variante pueden generar diferencias en la 

producción de anticuerpos específicos (Bárcena et al., 2015). Además, sabemos que los 

antígenos utilizados en el tapizado del ELISA Ingenasa para la detección de anticuerpos 

son VLPs de RHDV clásica. Por tanto, se procedió a realizar una detección de anticuerpos 

más específica frente a la nueva variante del virus y, para ello, se llevó a cabo un ELISA 

dónde los antígenos utilizados por separado fueron 100 ng de VLPs de la nueva variante 

(RHDV-Nav10/11) y VLPs de clásica (RHDV-Ast89).  

En la Tabla 25 pueden observarse los valores en densidad óptica de los sueros de 

conejos supervivientes vacunados con extractos de crisálidas, VLPs purificadas o GST-

dominio P cuando se enfrentan a los dos tipos de VLPs separadamente. En todos los 

sueros analizados se superó el punto de corte del ensayo de ELISA. En los animales 

supervivientes vacunados con extractos de crisálidas (9 y 12), la cantidad de anticuerpos 

en el suero del animal 12 es claramente superior al del animal 9. En el caso del análisis 

estadístico para un mismo suero frente a distintas VLPs, en el suero 9 la densidad óptica 

obtenida frente a VLPs de RHDV-Ast89 es significativamente mayor que frente a VLPs 

de RHDV-Nav10/11 (p<0,001 por T de Student). Sin embargo, en el suero 12 no existen 
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diferencias significativas entre las distintas VLPs (p=0,585, test de Welch). En el caso de 

los animales vacunados con VLPs purificadas los sueros presentan anticuerpos frente a 

ambos tipos de VLPs, pero los animales 18 y 19 la cantidad de anticuerpos en suero frente 

a VLPs de RHDV-Nav10/11 es significativamente mayor que frente a VLPs de RHDV-

Ast89 (p<0,001 y p=0,001, respectivamente por test T-Student). Sin embargo, en los 

animales 17 y 20, los niveles de anticuerpos en suero frente a ambas VLPs no presentan 

diferencias significativas (p=0,1, en ambos por el Test Wilcoxon). Los sueros de los 

animales supervivientes vacunados con GST-P contienen anticuerpos frente a los dos 

tipos de VLPs, pero, en ambos sueros (33 y 36) existe una diferencia muy significativa 

de densidades ópticas, siendo mayor frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 que a VLPs de 

RHDV-Ast89 (p<0,001, para ambos sueros, por el test T-Student). Esto refleja, como era 

de esperar, que los conejos que se vacunaron con dominios P de la nueva variante 

presentan mayores cantidades de anticuerpos específicos frente a ella. 

Tabla 25. Presencia de anticuerpos frente a VLPs de distintos RHDV en animales 

supervivientes a un desafio con RHDVb y previamente tratados con VLPs o GST-P. 

 

 

 

 

 

 

 

El valor del punto de corte del ELISA es 0,132. *Los valores de densidad óptica 

en los sueros 17 y 20, se expresan en mediana y rango intercuartílico, debido a 

que los datos no siguen la normalidad. 

Los resultados muestran, una cierta especificidad frente a VLPs de la nueva variante 

de los anticuerpos presentes en el suero de algunos animales, concretamente, en los 

vacunados con el dominio P fusionado con GST, y en dos de los vacunados con VLPs de 

la nueva variante. Esto sugeriría, nuevamente la existencia de diferencias antigénicas 

entre la nueva variante RHDVb y el RHDV clásico (Bárcena et al., 2015). 

La posible utilidad del antígeno vacunal marcado en forma de fusión GST-P se evaluó 

mediante la determinación de la presencia de anticuerpos mediante ELISA frente a la 

proteína GST en sueros de los conejos supervivientes vacunados con dicha fusión. La 

  VLPs RHDV-Nav10/11  VLPs RHDV-Ast89 

Grupo 

experimental 
Animal Media* SD* 

 
Media* SD* 

Extracto+ady 
9 0,36 0,02  0,59 0,01 

12 2,84 0,11  2,80 0,01 

VLPs+ady 

17* 3,03 3,03-3,08  2,13 2,10-2,15 

18 1,88 0,09  0,34 0,04 

19 3,52 0,09  2,72 0,15 

20* 3,50 3,49-3,65  2,98 2,92-3,10 

100 µg GST-P 
33 0,95 0,03  0,24 0,01 

36 2,48 0,06  0,41 0,01 
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proteína GST utilizada se purificó a partir de extractos inducidos de bacterias BL21 

transformadas con el vector pGex-2T vacío. La presencia de anticuerpos en suero se 

determinó tapizando los pocillos de la placa de ELISA con 100 ng de GST, siendo la 

misma cantidad de antígeno que se emplea con las VLPs. Como controles para la 

presencia de anticuerpos específicos frente GST, se analizaron a la vez los sueros del resto 

de animales supervivientes de experimento que habían sido vacunados con otros 

antígenos y un suero de conejo disponible comercialmente, en el que no se esperaba ver 

presencia de anticuerpos frente a la GST. Los resultados obtenidos mostraron en los 

animales supervivientes vacunados con GST-P la ausencia de anticuerpos frente a la 

proteína GST, ya que los valores obtenidos de densidad óptica se encuentran por debajo 

del punto de corte de la técnica (datos no mostrados). Los mismos resultados se 

obtuvieron con los sueros del resto de animales supervivientes y el suero comercial 

empleado. 

A partir de las muestras de hígado tomadas de los animales muertos o sacrificados, se 

investigó el número de copias de ARN de RHDV-Gal08/13 mediante PCR cuantitativa a 

tiempo real (Figura 41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En los hígados de los 4 conejos supervivientes vacunados con VLPs purificadas con 

adyuvante no se detecta ARN viral, lo que confirma una protección total frente al virus. 

Lo mismo ocurrió en uno de los supervivientes vacunado con 100 µg de GST-P sin 

adyuvante, identificado con el número 36. Para el resto de los animales, dónde se detectó 
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Figura 41. Cuantificación del número de copias de ARN viral en muestras 

de hígado mediante RT-PCR. 
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presencia de ARN de RHDV-Gal08/13, los resultados del número de copias de ARN 

cuantificadas se muestran en la Figura 41. Los animales control inoculados solo con PBS 

tienen la mayor carga viral (1,18x107 copias de ARN viral/mg). Sin embargo, la menor 

carga viral la mostraron los animales vacunados con VLPs sin adyuvante o con 10 µg de 

GST-P con adyuvante, reduciéndose en torno a 1000 veces con respecto a los animales 

control (PBS solo). En las muestras de hígado de los demás animales muertos, el número 

de copias de ARN viral fue unas 100 veces menor que en el control de PBS. En los 

animales número 9 y 12, supervivientes del grupo inmunizado con extractos de crisálidas 

que contenían VLPs, la cantidad de ARN viral fue de 11,8 y 789 copias/mg, muy inferior 

a la que tenían los animales muertos. El animal 33 superviviente vacunado con 100 µg de 

GST-P sin adyuvante tenía 3,1x104 copias de ARN/mg de hígado. 
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5. DISCUSIÓN 

Desde el año 2011, en que se detectan los primeros casos de enfermedad hemorrágica 

del conejo debido a la nueva variante del virus (RHDVb), la falta de herramientas 

diagnósticas específicas y rápidas, y la carencia de vacunas eficaces ha dificultado el 

control y seguimiento de la enfermedad causada por este virus tanto en granjas como en 

poblaciones salvajes de conejo. 

La protección parcial frente a la nueva variante que confieren las vacunas basadas en 

el virus RHDV clásico, hacían necesaria la generación de nuevas vacunas más específicas 

y eficientes frente a este nuevo virus. A su vez, la tecnología basada en la producción de 

partículas similares al virus mediante baculovirus recombinantes abren muchas 

posibilidades, junto con otras estrategias de expresión que se han planteado y estudiado 

en el presente trabajo, para la producción de una vacuna que evite la infección 

experimental de conejos como se viene haciendo hasta la actualidad. 

El estudio de las características antigénicas del virus de la enfermedad hemorrágica 

del conejo se encuentra limitado por su incapacidad para propagarse en cultivos celulares. 

Como consecuencia, los estudios realizados se basan en proteínas virales expresadas 

utilizando distintos sistemas heterólogos, bien en células eucariotas o procariotas. 

5.1. CARACTERIZACIÓN ANTIGÉNICA DE LA PROTEÍNA PRINCIPAL DE 

LA CÁPSIDA DE RHDV 

Tras la aparición de la nueva variante del virus RHDV, en 2011 (Le Gall-Reculé et al., 

2011a), este nuevo virus se expandió rápidamente por España (Dalton et al., 2014; Dalton 

et al., 2012), el resto del continente europeo (Abrantes et al., 2013; Baily et al., 2014; 

Duarte et al., 2015; Le Gall-Reculé et al., 2013; Puggioni et al., 2013; Simpson et al., 

2014; Westcott et al., 2014) y otras partes del mundo (Hall et al., 2015; OIE, 2016), 

sustituyendo al virus clásico (Calvete et al., 2014; Lopes et al., 2015a; Mahar et al., 2018). 

La aparición de virus recombinantes cuyos genomas incluyen secuencias de proteínas no 

estructurales de RHDV-G1 (clásico) o no patogénicos (RCV), fusionadas con regiones 

codificadoras de proteínas estructurales de RHDVb (Lopes et al., 2015b) indican un 

aumento en la complejidad de los virus circulantes en la península Ibérica. La existencia 

de estos virus recombinantes hace pensar que los virus parentales han estado co-

circulando en el campo y/o granjas. En estas circunstancias, el desarrollo de herramientas 
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diagnósticas específicas para determinar qué virus produce un determinado brote supone 

una ayuda básica para granjeros o veterinarios a la hora de tomar una decisión sobre el 

tipo de vacuna a administrar a los animales. La cápsida viral no envuelta de RHDV está 

formada por la unión de dímeros de la proteína VP1 que, por tanto, es probablemente el 

principal determinante de la patogenicidad y antigenicidad viral. Debido a esto las nuevas 

herramientas diagnósticas diseñadas para la inmunodetección del virus usan como diana 

la proteína VP1 del virus (Bárcena et al., 2015; Dalton et al., 2017; Dalton et al., 2018c). 

En consecuencia, uno de los principales objetivos de este trabajo ha sido el estudio de las 

regiones antigénicas de la proteína VP1 de RHDVb con el objeto de aportar información 

y herramientas aplicables en el diagnóstico específico y para el diseño y obtención de 

vacunas efectivas frente a este virus. 

Como una de las herramientas para el estudio de la estructura antigénica de la proteína 

mayoritaria de la cápsida del RHDV, en el presente estudio se ha generado una batería de 

anticuerpos monoclonales de ratón utilizando como antígenos dos tipos diferentes de VP1 

de RHDV. En una de las inmunizaciones se utilizaron VLPs de RHDVb (aislado RHDV-

Nav10/11) y en la segunda VLPs de RHDV clásico (RHDVa o RHDV-G6). La 

caracterización de los anticuerpos monoclonales obtenidos permite constatar que sus 

distintas especificidades están relacionadas con el tipo de antígeno utilizado en la 

inmunización de los ratones. De este modo, puede observarse que varios de los 

anticuerpos generados frente a RHDVb (RHDV-Nav10/11), 3A10 y 8E10, reconocen al 

RHDV clásico (RHDV-Ast89) e incluso al RHDVa, un subtipo antigénico del RHDV 

clásico (Tabla 8, Figura 10 y Figura 11). Al estudiar los anticuerpos monoclonales 

generados frente a las VLPs de RHDVa, no se obtienen anticuerpos capaces de reconocer 

diferencialmente a las VLPs de RHDVb como cabía esperar (Figura 7 y Figura 8) y 

varios de ellos (30, 51, 78 y 82) reconocieron tanto al RHDV-G1 como al subtipo 

antigénico RHDVa (Figura 8). Partiendo de los hibridomas 30, 51 y 78 no fue posible 

obtener subclones estables en varias etapas de aislamiento. El 82 permitió obtener 

subclones que reconocen un epítopo conformacional de RHDV-G1 y RHDVa ausente en 

RHDVb. El potencial inmunodiagnóstico de este anticuerpo monoclonal está actualmente 

en estudio en nuestro laboratorio. 

Estos resultados aportan pruebas adicionales de las diferencias antigénicas existentes 

entre la nueva variante del virus y el RHDV clásico (Bárcena et al., 2015; Dalton et al., 
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2012) y, por otro lado, explican la falta de protección de las vacunas de RHDV clásico 

frente a la enfermedad causada por el RHDVb (Bárcena et al., 2015; Dalton et al., 2014). 

La caracterización posterior de las regiones reconocidas por los anticuerpos 

monoclonales 3A10 y 8E10, que reaccionan frente a todos los tipos de VLPs utilizadas 

en este estudio (RHDV-G1, RHDV-G6 o RHDVb), ha permitido demostrar que éstos 

reaccionan con una secuencia lineal de aminoácidos presente en el dominio S de la 

proteína VP1(Figuras 10-12). Mediante análisis de secuencias y alineamientos múltiples 

se ha observado que el dominio S de la proteína VP1 es una región muy conservada en 

todos los tipos de RHDV analizados (Figura 3B y Figura 4) que presenta un 100 % de 

homología entre los aislados G1 y G6 del RHDV clásico y un 98,8 % entre estos virus y 

el RHDVb. Este elevado grado de similitud explica que estos anticuerpos puedan 

reconocer a varios tipos de RHDV. Adicionalmente este alto grado de conservación de 

secuencia sugiere un papel estructural relevante del dominio S y justifica que la estructura 

tridimensional del dominio S de RHDV sea muy similar a la observada en otros 

calicivirus (Wang et al., 2013). En este trabajo se ha podido comprobar que el epítopo 

reconocido por los anticuerpos monoclonales 3A10 y 8E10 incluye la Pro201 de la 

proteína VP1 (Figura 12) que al ser sustituida por Leu impide la unión de estos 

anticuerpos.  

Cuando se caracterizaron los anticuerpos obtenidos frente a las VLPs de RHDVb se 

obtuvo un solo monoclonal que reaccionó específicamente con dichas VLPs y no con el 

resto de tipos de VLPs de RHDV. Este anticuerpo, nombrado como 2D9, resultó 

reconocer un epítopo conformacional puesto que únicamente reacciona frente a la 

proteína VP1 (ensambladas en VLPs) o el dominio P completo de RHDVb en sus estados 

conformacionales nativos (Figura 11 y Figura 13) y no cuando se encuentran 

desnaturalizados (Figura 10). Por esto mismo es por lo que tampoco reacciona con 

fragmentos del dominio P de RDHVb fusionados a GST que parecen no adquirir la 

estructura necesaria para la unión del anticuerpo 2D9 (Figura 11). 

5.2. ANÁLISIS DE LA REACTIVIDAD DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL 

ESPECÍFICO Y NEUTRALIZANTE DE LA NUEVA VARIANTE DEL 

RHDV, Y DESARROLLO DE HERRAMIENTAS DIAGNÓSTICAS 

Para demostrar la capacidad neutralizante del anticuerpo 2D9 fue necesario realizar 

ensayos “in vivo”, infectando conejos con una dilución del virus RHDV-Gal08/13 
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previamente incubado con anticuerpos. En este tipo de ensayos, se comprobó que este 

anticuerpo es capaz de neutralizar al virus y evitar la muerte de los animales infectados 

experimentalmente (Figura 14). Además, la ausencia de cantidades detectables de 

genoma viral en el hígado de los conejos inoculados con el virus tratado con 2D9, indica 

que, el RHDVb no es capaz de llegar a infectar a las células de conejo, o que no puede 

replicarse en ellas y se elimina rápidamente sin producir enfermedad (Tabla 9). En 

contraste con estos resultados, en el caso de las incubaciones con el anticuerpo 3A10, que 

interacciona con el dominio S de RHDV tanto clásico como de la nueva variante, no se 

obtuvieron resultados que indiquen la capacidad neutralizante de este anticuerpo. Estos 

resultados apoyan que el dominio P de la proteína VP1 de RHDV, y, más concretamente, 

el subdominio P2 contiene epítopos neutralizantes y está implicado en la interacción con 

receptores celulares del hospedador (Bhella et al., 2008; Kong et al., 2016), al igual que 

ocurre en otros calicivirus (Bhella y Goodfellow, 2011; Chen et al., 2006; Choi et al., 

2008; Katpally et al., 2008; 2010; Kolawole et al., 2014; Lochridge y Hardy, 2007; 

Lochridge et al., 2005; Ossiboff et al., 2010; Prasad, et al., 1999; Shanker et al., 2014; 

Smith, 2011; Tan et al., 2004a; Taube et al., 2010; Tohya et al., 1997). 

Debido a la especificidad y capacidad para neutralizar a RHDVb del anticuerpo 

monoclonal 2D9, unido a su potencial uso en distintas técnicas de diagnóstico, en esta 

tesis se ha invertido mucho esfuerzo en la localización y el estudio detallado del epítopo 

que reconoce, dentro del dominio P de la proteína VP1. En estudios previos sobre la 

estructura cristalina del dominio P de la VP1 del RHDVb realizados por Leuthold (2016), 

se ha comprobado que el dominio P expresado en E. coli como fusión con la proteína 

MBP y dotado de una cola de histidinas, es capaz de formar dímeros tanto en los extractos 

bacterianos como una vez purificado. 

Otros laboratorios y trabajos, han estudiado la importancia del dominio P de la proteína 

VP1 como región antigénica en muchos calicivirus, siendo una zona que contiene 

numerosos epítopos neutralizantes (Katpally et al., 2008; Kolawole et al., 2014; 

Lochridge y Hardy, 2007; Smith, 2011; Tohya et al., 1997), estando implicada así mismo 

en la unión de los viriones a receptores celulares y a antígenos de los grupos sanguíneos 

(HBGAs) de los glóbulos rojos  (Bhella y Goodfellow, 2011; Chen et al., 2006; Choi et 

al., 2008; Katpally et al., 2010; Lochridge et al., 2005; Ossiboff et al., 2010; Prasad et 

al., 1999; Shanker et al., 2014; Tan et al., 2004b; Taube et al., 2010). Estudios similares 
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demuestran la importancia de este dominio en el RHDV (Leuthold et al., 2015; Wang et 

al., 2013). 

La técnica de docking o acoplamiento computacional consiste en el modelaje de 

estructuras e interacciones entre proteínas mediante una herramienta informática que 

permite hacer una aproximación estructural de este tipo de complejos, por ejemplo, en el 

caso de los complejos antígeno-anticuerpo. Esta técnica in silico se ha utilizado en el 

estudio de la cápsida (Bhella et al., 2008; Bhella y Goodfellow, 2011) o de la proteasa 

del calicivirus felino (Yokoyama et al., 2017). Con respecto a los estudios sobre RHDV, 

las herramientas informáticas para el modelaje de estructuras e interacción entre proteínas 

ha demostrado ser muy útil para la generación de modelos tridimensionales de los 

dominios de la proteína VP1, así como de la cápsida del virus al completo (Wang et al., 

2013).  

En este trabajo, gracias a la secuenciación de la fracción variable del anticuerpo 

monoclonal 2D9 se ha podido obtener un modelo tridimensional de dicha región del 

anticuerpo (Figura 15). Además, se ha comprobado que en la superficie del paratopo del 

anticuerpo las regiones más expuestas determinantes de complementariedad o CDRs son 

los CDR-H2, CDR-H3 y CDR-L1, que se encuentran en una región más electronegativa 

de la molécula y por tanto con mayor probabilidad de establecer interacciones con otra 

molécula. En la simulación de la interacción entre el dominio P de RHDVb y el anticuerpo 

2D9, se han obtenido varios modelos probables para estos complejos antígeno-anticuerpo. 

Analizando de forma separada el monómero y el dímero de dominio P se obtuvieron 

modelos cuyos contactos polares entre moléculas se centraban entre los CDR-H2, CDR-

H3 y CDR-L1 del anticuerpo y los lazos 1, 3 y 5 del subdominio P2, constatando que los 

aminoácidos implicados en estas interacciones no son los mismos en ambos modelos 

(Tabla 11 y Tabla 12). Estos resultados de simulación contrastan con los obtenidos por 

Leuthold (2016), dónde el modelaje realizado a partir de la estructura cristalina del 

dominio P mostró las posibles interacciones con 2D9 dentro de los lazos 2, 4 y 5 del 

subdominio P2, y los CDR del paratopo del anticuerpo formarían una especie de “valle”, 

de modo que la mayoría de las interacciones se producirían con residuos de los CDR 

menos expuestos en la superficie del paratopo. Se podría especular que la flexibilidad de 

los lazos expuestos del dominio P (Katpally et al., 2010; Leuthold et al., 2015; Taube et 

al., 2010; Wang et al., 2013) podría ser la causa de las diferencias de los resultados 
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obtenidos en distintos tipos de modelajes. Sin embargo, la información aportada por estos 

modelos ha sido de gran utilidad para poder dirigir el análisis de los lazos más expuestos 

del subdominio P2. 

Para investigar el papel de alguno/s lazos del subdominio P2 en la interacción del 

anticuerpo 2D9, se diseñaron péptidos sintéticos basados en sus secuencias de 

aminoácidos individuales (Tabla 13) para ser empleados en ensayos ELISA de 

competición con la interacción del monoclonal con las VLPs de RHDVb. Los resultados 

obtenidos en los ELISAs mostraron una reducción significativa de la señal en presencia 

de cualquiera de los péptidos correspondiente a los 5 lazos del subdominio P2 por 

separado (Tabla 14), sugiriendo que la interacción previa de 2D9 con cualquiera de los 

péptidos impide o dificulta la unión de este anticuerpo a las VLPs completas. La 

reducción más significativa se produce en presencia de los péptidos correspondientes a 

los lazos 4 o 5 (TQ8 o IA13, respectivamente) (Figura 17), un resultado que confirma las 

predicciones obtenidas a partir de los modelos obtenidos por docking (este trabajo y 

Leuthold, 2016) indicando su implicación en interacciones relevantes con el paratopo del 

anticuerpo 2D9. Los porcentajes de reducción de la señal de 2D9 en presencia de 

péptido/s no son demasiado elevados (el máximo alcanzado se encontraría en torno al 14 

%), lo que podría explicarse porque, como ya hemos visto, el anticuerpo monoclonal 2D9 

reconoce una conformación o estructura del dominio P, y los péptidos de pequeño tamaño, 

utilizados en este trabajo, no adquieren estructuras complejas como los lazos de la VP1 a 

los que corresponden sus secuencias. 

El hecho de que el aumento en la cantidad de un péptido o el uso de una mezcla de 

todos los péptidos se traduzca en una menor reducción de la señal por 2D9, o incluso en 

algunos casos en el incremento de ésta (Tabla 14), podría explicarse considerando que 

una alta concentración de péptidos podría entorpecer su unión al anticuerpo, 

disminuyendo con ello su actividad competidora con las VLPs. Por otro lado, cabría la 

posibilidad de que los propios péptidos unidos a 2D9 se adsorbiesen a zonas de las placas 

no ocupadas por las VLPs insuficientemente bloqueadas, dando lugar a una señal positiva 

que, en realidad, no corresponde a la unión del anticuerpo a las VLPs de RHDVb. 

Durante el desarrollo de esta tesis se caracterizaron varios aislados de campo de 

RHDVb que no reaccionaban con 2D9. Tras la secuenciación de la VP1 de estos mutantes 

naturales sus secuencias se utilizaron como base para diseñar mutantes puntuales del 
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dominio P de RHDV-Nav10/11 (RHDVb) para intentar mapear el epítopo del anticuerpo 

2D9. Uno de los aislados mutantes naturales, RHDV-Ger06/12-2, contenía un único 

cambio en posición 387 de la secuencia de VP1 (Figura 18C y Figura 18D), a partir del 

que se diseñó la construcción de dos mutantes diferentes. Una sustitución por un residuo 

apolar más pequeño (N387A) y otro que conservando el tamaño cambiara su carácter y 

capacidad de establecer interacciones con otros residuos (N387D). Los resultados 

obtenidos por Dot blot y ELISA (Figura 20A y Figura 21, respectivamente) confirmaban 

que el anticuerpo 2D9 pierde toda la capacidad de unión al mutante N387D, al igual que 

ocurría con el virus mutante con el mismo cambio. Sin embargo, con el mutante N387A, 

aunque se reducía significativamente la señal producida por la unión de 2D9, se seguía 

manteniendo cierta capacidad de interacción. El aminoácido alanina es más pequeño y 

menos complejo que el ácido aspártico que contiene un grupo ácido en su cadena lateral, 

estas diferencias podrían estar afectando a la conformación de los lazos o estructura del 

dominio P necesaria para que sea reconocido por 2D9. Además, hay que indicar que el 

residuo 387 se encuentra dentro del lazo 4, uno de los posible sitios de interacción con el 

paratopo de 2D9 (predicho por Leuthold, 2016), lo que explicaría la pérdida o 

disminución de la interacción en ambos mutantes (N387A y N387D). La relación entre 

las regiones hipervariables de los lazos expuestos del dominio P de algunos calicivirus y 

los epítopos neutralizantes ya han sido demostradas en distintos trabajos mediante el 

estudio de mutantes de escape de anticuerpos neutralizantes (Ossiboff et al., 2010; Tohya 

et al., 1997). 

Otro de los aislados mutantes naturales del virus RHDVb, RHDV-Ler11/16-1, 

contenía varias mutaciones en la secuencia de VP1, pero se centró el análisis en los 

cambios presentes en las posiciones T414 y A415, ya que también eran residuos 

diferenciales entre la VP1 del RHDVb (A414-T415) y la del aislado clásico RDHV-Ast89 

(N414 y P415), que no es reconocida por 2D9. Para analizar la influencia de estas 

mutaciones se construyó el mutante del dominio P AT414-15, manteniendo toda la 

secuencia de RHDV-Nav10/11, en la que los residuos A414-T415 se sustituyeron por 

N414-P415 presentes en la secuencia de RHDV-Ast89. Los resultados obtenidos en 

análisis por Dot blot mostraron que se mantenía la capacidad de interacción del anticuerpo 

con este mutante de dominio P (Figura 20A). Sin embargo, mediante ELISA, se 

comprobó que la señal se reducía significativamente (Figura 21 y Tabla 15), incluso por 

debajo de la que presentó el mutante N387A, aunque no desapareció por completo como 
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ocurrió con N387D. Esto demuestra que los residuos 414 y 415 que se encuentran dentro 

del lazo 5, aunque influyen en la unión del anticuerpo 2D9 no son los únicos implicados 

en la falta de reacción del aislado mutante RHDV-Ler11/16-1 o el virus clásico, RHDV-

Ast89. 

Estos dominios P mutantes puntuales mantienen la capacidad de dimerización, 

estudiada mediante una electroforesis en condiciones nativas (Figura 20B), lo que 

sugiere que la pérdida total o parcial de interacción de 2D9 en estos mutantes se debe 

principalmente a la afectación de la región que reconoce el anticuerpo y no a la falta de 

dimerización del dominio P. 

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se habían obtenido VLPs 

mutantes de RHDV-Nav10/11 en las que se habían sustituido varios residuos de 

Nav10/11 por los que ocupan la misma posición en el RHDV-Ast89, que no es 

identificada por el anticuerpo 2D9 (Araujo, 2013). En dicho estudio, los cambios 

realizados por separado dentro del dominio P afectaban a 4 residuos en las posiciones 

307-310 (lazo 1), los residuos 345 y 351 (lazo 2), los residuos 386 y 388 (lazo 4) y los 

residuos de las posiciones 430-432 fuera de las regiones más expuestas del dominio P. 

Con respecto a la interacción de esas VLPs mutantes con el anticuerpo 2D9, los análisis 

se realizaron mediante Dot blot, y todos los mutantes, mostraron interacción positiva con 

2D9. Sin embargo, mediante ese tipo de análisis solo es posible detectar cambios muy 

grandes en la capacidad de unión del anticuerpo, a diferencia de la técnica de ELISA que 

permite una determinación cuantitativa de la pérdida de interacción. El análisis de los 

resultados obtenidos con estos mutantes permite constatar el intercambio de dos residuos 

(368 y 388) en el lazo 4 no son determinantes para la falta de interacción del anticuerpo 

2D9, complementando los diferentes resultados obtenidos en esta tesis con los mutantes 

N387A y N387D. Todo ello podría sugerir que la falta de interacción de 2D9 con el 

mutante N387D podría deberse a cambios en la conformación tridimensional del lazo 4 o 

de sus regiones circundantes, más que por pertenecer a la secuencia del epítopo 

reconocido por este anticuerpo. Esta idea también está apoyada por estudios sobre otros 

calicivirus y otros virus no envueltos como los picornavirus donde los cambios 

antigénicos mostrados por las cápsidas de mutantes de escape frente a anticuerpos 

neutralizantes no tienen por qué ser residuos involucrados directamente en la unión del 

anticuerpo, pudiéndose encontrar situados en posiciones distantes al epítopo del 
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anticuerpo (Parry et al., 1990). Todo ello parece sugerir que las mutaciones puntuales 

pueden provocar cambios o perturbaciones conformacionales en la cápsida del virus que 

afecten al sitio de unión de anticuerpos neutralizantes (Lochridge y Hardy, 2007; Parry et 

al., 1990) que reconocen lugares distantes a la localización de la mutación. Por tanto, 

podría pensarse que el virus mutante aislado RHDV-Ger06/12-2 contiene una mutación 

puntual en una región que, aunque no esté implicada directamente en la unión del 

anticuerpo, podría alterar la conformación de un epítopo neutralizante del virus.  

Los cambios introducidos de forma puntual en el dominio P de RHDV-Nav10/11 

provocaron disminuciones importantes en la interacción de 2D9 con los dominios P 

mutantes. Para dar explicación a estos resultados podemos apoyarnos en los modelos 

tridimensionales del dominio P mostrados en la Figura 42 representando la estructura 

(modelos a la izquierda) y el potencial electrostático en superficie (modelos a la derecha). 

Estos modelos tridimensionales muestran que las mutaciones de 1 o 2 residuos 

aminoacídicos también pueden modificar significativamente la estructura y potencial 

electrostático de la superficie del dominio P. El modelo del mutante N387A (Figura 42A) 

muestra que la sustitución de la asparagina por el residuo de alanina (A387) provoca un 

cambio en la superficie del dominio P con respecto a la estructura nativa de Nav10/11. 

Sin embargo, es aún más llamativo la alteración del potencial electrostático con respecto 

al dominio P de Nav10/11 que genera esta mutación en las regiones circundantes (puntas 

de flecha), de modo que, una zona superficial aumenta su electropositividad (más azul) y 

otras aumentan su electronegatividad (más rojo). Con respecto al mutante N387D (Figura 

42B) puede observarse que la modificación estructural provocada por el cambio de una 

asparagina por un aspartato (D387) es bastante parecida a la del mutante N387A. Pero 

cuando nos fijamos en la distribución del potencial electrostático en esa zona, el aumento 

de la electronegatividad con respecto al dominio P de RHDV-Nav10/11 es muy 

significativa (puntas de flecha). Las modificaciones observadas en el modelo de estos dos 

mutantes puntuales podrían explicar la disminución de la capacidad de unión del 

anticuerpo 2D9 con N387A y N387D, pero, también indica que podría ser el cambio del 

potencial electrostático el que provoca la pérdida total de interacción entre 2D9 y N387D. 

Por otro lado, el modelo del mutante de dominio P AT414-15 (Figura 42C) muestra en 

la estructura tridimensional de la región del lazo 5 que los residuos mutados de asparagina 

(N414) y prolina (P415) forman una protuberancia que no está presente en el dominio P de 
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RHDV-Nav10/11. Además, esta modificación provoca un aumento de la 

electronegatividad en la zona de la base de esa protuberancia (punta de flecha). 

Los mutantes generados sobre el dominio P de RHDV-Nav10/11 sustituyendo las 

secuencias de cada uno de los lazos por los presentes en RHDV-Ast89 demostraron que 

cada uno de los 5 lazos estudiados son importantes en la interacción con 2D9, puesto que 

en todos los casos su sustitución reduce significativamente la capacidad de unión del 

anticuerpo (Figura 24 y Tabla 16). Sin embargo, la reducción más acusada de la señal 

obtenida por ELISA se produce en el caso del mutante del lazo 5, hasta alcanzar una falta 

total de interacción con el anticuerpo. 

Cuando estos mutantes de lazo de dominio P se analizaron en condiciones nativas 

mediante electroforesis y Western blot, se comprobó que todos parecen mantener la 

capacidad de formar dímeros, lo que sugiere que la disminución o pérdida de interacción 

C 

A 

B 

Figura 42. Modelos tridimensionales en vista de superficie (imágenes a la izquierda) y 

distribución del potencial electrostático (imágenes a la derecha) del dominio P de RHDV-

Nav10/11 y los mutantes puntuales (A) N387A; (B) N387D; (C) AT414-15. En naranja se 

representa el lazo 4 y en azul el lazo 5. En negro se indican los residuos sustituidos. 
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del anticuerpo monoclonal 2D9 no es debida a la falta de dimerización de estos dominios 

P (Figura 23). 

Para aportar datos que puedan explicar los resultados obtenidos en la interacción del 

anticuerpo 2D9 con los mutantes de lazos del dominio P se han realizado sus modelos 

tridimensionales representando la estructura y el potencial electrostático en superficie 

(Figura 43). En la Figura 43A puede observarse cambios importantes en la superficie 

del dominio P con los residuos del lazo 1 sustituidos (indicados en negro), sobre todo 

parecen afectar los residuos Asn307, Asn308, Ala309 y Thr310. La Figura 43B indica 

que los cambios provocan una variación en el potencial electrostático superficial de esa 

región que se vuelve más electropositiva (más azul, puntas de flecha), con respecto al 

dominio P de RHDV-Nav10/11.  

En lo que se refiere al mutante del lazo 2, las sustituciones de los aminoácidos 

(marcados en negro) produce también cambios en la superficie del dominio (Figura 44A), 

generando pequeñas protuberancias que podrían estar interfiriendo en la interacción con 

el anticuerpo 2D9. Sumado a eso aparecen alteraciones de las cargas en superficie que, 

en el modelo (Figura 44B), parece aumentar la electropositividad en algunas de las 

regiones donde se realizaron las sustituciones (puntas de flecha).  

 

 

A B 

Figura 43. Modelos tridimensionales en vista de superficie (A) y de distribución del 

potencial electrostático (B) del dominio P de RHDV-Nav10/11 (DomPNav11) y del 

mutante de lazo 1 (L1Ast89-DomPNav11). 
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En el caso del mutante del lazo 3 dónde se sustituyen 3 residuos aminoacídicos (Figura 

45A), aunque el modelo en superficie no muestra cambios drásticos, las cargas 

superficiales sí que se ven afectadas en la región correspondiente al residuo Asn369 

(N369), provocando un aumento muy importante en la electronegatividad (Figura 45B), 

lo que podría influir en la falta de unión del anticuerpo a este mutante.  

Con respecto al mutante L4 en el que dos aminoácidos son sustituidos respecto al 

dominio P de RHDV-Nav10/11, el único cambio que aparece en la superficie de la 

proteína en el modelo mostrado en la Figura 46 corresponde al residuo de glicina Gly386 

(G386). Aparentemente, en la superficie de este mutante se pierde una protuberancia que 

Figura 44. Modelos tridimensionales vistos en superficie (A) y en distribución del 

potencial electrostático (B) del dominio P de Nav10/11 (DomPNav11) y del mutante de 

lazo 2 (L2Ast89-DomPNav11). 

A B 

A B 

Figura 45. Modelos tridimensionales del dominio P de Nav10/11 (DomPNav11) y del 

mutante de lazo 3 (L3Ast89-DomPNav11) en vistas de superficie (A) y de distribución 

del potencial electrostático superficial (B). 
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existe en el dominio de Nav10/11, aunque no afecta demasiado a la distribución de cargas 

superficial.  

En el modelo generado para el mutante L5, es dónde se observa más claramente la 

influencia de las sustituciones de residuos en la superficie del dominio P (Figura 47A). 

Como puede verse, en L5 se forma una importante protuberancia formada posiblemente 

por las cadenas laterales de los residuos Asn414 (N414) y Pro415 (P415) que han sido 

introducidos (igual que en AT414-15, Figura 42C). En la misma zona, en el modelo de 

distribución de potencial electrostático (Figura 47B) puede verse un aumento muy 

importante de la electronegatividad en la base de esa nueva protuberancia. Estos cambios 

drásticos, juntos con las variaciones en superficie generadas por los residuos Val408 

(V408) y Ala406 (A406), podrían estar explicando porque el anticuerpo 2D9 no es capaz de 

interaccionar con este mutante.  

A B 

Figura 46. Modelos tridimensionales del dominio P de Nav10/11 (DomPNav11) y del 

mutante en el lazo 4 (L4Ast89-DomPNav11) mostrando la superficie (A) y la distribución 

del potencial electrostático (B). 

Figura 47. Modelos tridimensionales en vista de superficie (A) y distribución del 

potencial electrostático (B) del dominio P de RHDV-Nav10/11 (DomPNav11) y el 

mutante del lazo 5 (L5Ast89-DomPNav11). 

A B 
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Aunque los datos obtenidos sugieren que el lazo 5 del subdominio P2 es el que más 

influye en la unión con el anticuerpo 2D9, hay que indicar que solamente sustituyendo la 

secuencia completa por la presente en el lazo del virus RHDV-Ast89 se ha perdido 

totalmente la interacción con 2D9 como apoya el hecho de que en el mutante AT414-15, 

en el que únicamente se modificaron dos residuos de este lazo, no se impedía totalmente 

la unión de 2D9. Una explicación similar podría aplicarse en el análisis del mutante 

natural (RHDV-Ler11/16-1) que no mostraba reacción con 2D9, y que posee varias 

mutaciones dentro del lazo 5, y otras localizadas en distintas regiones del dominio P. El 

análisis de las causas de la falta de reactividad del anticuerpo 2D9 requeriría generar 

nuevos mutantes puntuales y combinaciones de mutantes con objeto de acotar más la 

estructura reconocida por 2D9. En nuestro laboratorio se están realizando trabajos 

complementarios para producir VLPs de este aislado, con las que será posible realizar 

estudios más en profundidad sobre la falta de reacción de este mutante con el anticuerpo 

2D9.  

En estudios realizados en otros tipos de RHDV (Wang et al., 2013) se compararon con 

un norovirus murino los lazos externos del subdominio P2 de RHDVa, y mostraron la 

equivalencia existente entre los lazos 1 y 5, que casualmente parecen contener el epítopo 

neutralizante de MNV reconocido por el anticuerpo A6.2 descrito por Taube et al., 2010.  

Otra observación derivada de los análisis recogidos en esta tesis es que la acumulación 

de mutaciones parece aumentar la dificultad de unión del anticuerpo 2D9 con respecto a 

las mutaciones individuales, tal como se observa en el mutante doble L1L4 (con los lazos 

1 y 4 de RHDV-Ast89) en el que se reduce la interacción con el anticuerpo por debajo de 

como lo hace las mutaciones individuales de los mismos lazos por separado. Esto podría 

justificarse atendiendo a las modificaciones estructurales y del potencial electrostático en 

superficie del dominio P, mostradas en las Figura 43 y Figura 46 para los mutantes 

individuales de lazo, que se encontrarían presentes simultáneamente en aquellos mutantes 

que tienen varios lazos modificados. Estos resultados vuelven a sugerir que el 

reconocimiento del epítopo de 2D9 requiere una conformación más que una secuencia 

concreta, de modo que cuando más cambios se producen en la estructura más se dificulta 

la unión del anticuerpo. 

En varios estudios previos se habían descrito las diferencias antigénicas entre el RHDV 

clásico y la nueva variante (Bárcena et al., 2015; Le Gall-Reculé et al., 2013). En el 
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presente trabajo de tesis, además de confirmar estas observaciones utilizando distintas 

metodologías, se han obtenido proteínas recombinantes quiméricas, basadas en 

secuencias del dominio P de la nueva variante y secuencias correspondientes al virus 

clásico, que podrían utilizarse como antígenos para desarrollar vacunas bivalentes 

efectivas frente RHDV-G1 y RHDVb. Estudios previos han demostrado el potencial de 

las VLPs de RHDV como vectores vacunales (Crisci, E et al., 2012). Concretamente, 

VLPs quiméricas de RHDV-G1 conteniendo un antígeno heterólogo (M2e) del virus de 

la gripe dentro del lazo 1 del subdominio P2 producen en ratón una respuesta inmune 

protectora frente a la infección por el virus (Moreno et al., 2016). Además, otros trabajos 

muestran que la administración de VLPs de RHDV quiméricas a ratones, cerdos o conejos 

inducen la producción de anticuerpos específicos tanto frente al antígeno heterólogo que 

contienen como frente a RHDV (Crisci et al., 2009; Crisci, E et al., 2012; 2015; Crisci, 

JL et al., 2012; Moreno et al., 2016; Peacey et al., 2007; Peacey et al., 2008). Todo estos 

trabajos apoyan la posibilidad de diseñar futuras vacunas bivalentes frente a varios tipos 

de RHDV y, más concretamente, podría ser el dominio P, o alguno de sus lazos, regiones 

eficaces para la presentación de los antígenos pertenecientes a distintos RHDV. 

Dada la especificidad del anticuerpo 2D9 frente a la nueva variante del virus este 

monoclonal ha tomado un importante papel en el desarrollo del presente trabajo, y junto 

con el anticuerpo monoclonal 3A10, que reconoce distintos tipos de RHDV, han 

permitido el desarrollo de útiles herramientas diagnósticas frente a RHDVb en distintos 

formatos.  

Considerando sus características, ambos anticuerpos se emplearon para el diseño de 

un sistema de inmunodetección, mediante inmunocromatografía lateral, para la 

identificación rápida y específica de RHDVb en muestras de tejidos de conejos. Este 

sistema permite detectar la presencia de partículas virales de forma rápida (tan solo 10 

minutos), directamente en el campo o granja, usando exudados o muestras de 

homogeneizados de hígado de conejos (Dalton et al., 2017).  

Este sistema de detección de la VP1 de la nueva variante permite también analizar si 

una determinada muestra, por ejemplo, las vacunas comercializadas en España frente al 

RHDVb, o los antígenos recombinantes desarrollados en esta tesis, contienen al menos 

las regiones reconocidas por los anticuerpos en su conformación nativa antes de realizar 
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la vacunación. El uso de este sistema puede ser útil para evaluar el estado de conservación 

de las vacunas, o si estas contienen suficiente cantidad de antígeno.  

Los valores de sensibilidad (100 %) y especificidad (100 %), así como los valores 

predictivos positivo y negativo, ambos de 100 %, obtenidos en la evaluación de esta 

herramienta ponen de manifiesto su potencial para la identificación rápida y específica de 

RHDVb. Hay que puntualizar que la puesta a punto y validación de esta aplicación 

diagnóstica ha sido realizada en nuestro laboratorio en colaboración con la empresa 

CerTest Biotec S.L. que en la actualidad vende en España una versión comercial de este 

sistema (Figura 25).  

Por otro lado, con objeto de desarrollar un procedimiento cuantitativo para la detección 

de viriones RHDVb se han estudiado distintas posibilidades para emplear los anticuerpos 

2D9 y 3A10 en ELISA. Las distintas combinaciones probadas de estos anticuerpos junto 

con el policlonal generado en cabra frente a VLPs de RHDVb han demostrado que un 

ELISA tipo sandwich basado en la captura de las partículas virales con 2D9 es capaz de 

detectar todos los aislados de RHDVb (incluidos los de tipo recombinante), sin mostrar 

reacción con aislados de RHDV clásico. Un solo aislado (RHDVa Oelsnitz) del grupo de 

muestras de RHDVa mostró reacción positiva en este ensayo, pero el porcentaje 

observado de densidad óptica fue de 13 %, cercano al punto de corte de 9 % determinado 

para este ELISA (Tabla 19) (Dalton et al., 2018c). La sensibilidad (100 %) y 

especificidad (97,22 %) de esta técnica son más que aceptables para su aplicación 

diagnóstica en el laboratorio. Como ya se ha comentado, en la actualidad hay disponibles 

varias herramientas diagnósticas para la detección de RHDVb (Bárcena et al., 2015; 

Dalton et al., 2018a; Dalton et al., 2017). Estas técnicas de ELISA pueden proporcionar 

unos resultados robustos, relativamente baratos y cuantitativos de muestras individuales 

permitiendo tipificar los aislados de RHDVb o RHDV clásico, sin la necesidad de realizar 

RT-PCR o secuenciación.  

En este trabajo se ha comprobado la utilidad de los anticuerpos monoclonales para 

desarrollar herramientas diagnósticas (Nelson et al., 2000), así como para aportar 

información básica sobre la antigenicidad de las proteínas de la cápsida de virus y para 

identificar aquellas regiones que podrían ser importantes para el desarrollo de vacunas 

frente a virus emergentes como RHDVb (Kong et al., 2016). 
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5.3. EVALUACIÓN DE DISTINTAS ESTRATEGIAS VACUNALES E 

IMPORTANCIA DEL ANTÍGENO VACUNAL EMPLEADO 

Los estudios previos han demostrado la falta de protección, en el mejor de los casos 

parcial, de las vacunas basadas en el virus RHDV clásico frente a la nueva variante del 

virus (Bárcena et al., 2015; Dalton et al., 2014). Por tanto, uno de los objetivos de este 

trabajo suponía el diseño, producción y evaluación de una vacuna efectiva frente a 

RHDVb. Dadas las diferencias antigénicas comprobadas entre el virus clásico y la nueva 

variante nuestro estudio se ha basado principalmente en candidatos vacunales que 

contengan antígenos o regiones previsiblemente antigénicas de este nuevo virus. 

Como se había visto en un estudio previo, un péptido sintético basado en uno de los 

lazos expuestos del subdominio P2 (lazo 1) de RHDVa era capaz de inducir la producción 

de anticuerpos neutralizantes frente a dicho virus (Wang et al., 2013). Por tanto, en este 

trabajo, antes de realizar otros estudios detallados sobre la estructura antigénica de la VP1 

de RHDVb, nos planteamos la posibilidad de que ocurriese lo mismo en el caso de 

RHDVb. Dado que ya disponíamos de un péptido sintético basado en la secuencia del 

lazo 1, nombrado NL15, solo fue necesario la conjugación con una proteína inductora del 

sistema inmune como KLH para incrementar el potencial antigénico del péptido. La 

vacunación de 8 gazapos con este candidato vacunal donde se aplicaron hasta 4 dosis de 

recuerdo durante un periodo de 72 días no tuvo un resultado positivo en lo que se refiere 

a la producción de anticuerpos frente a RHDV (Tabla 21). Curiosamente, los sueros 

analizados por Western blot (Figura 33) revelaron la presencia de anticuerpos 

inespecíficos puesto que un suero de conejo inmunizado con KLH reaccionaba frente al 

dominio P de RHDVb, lo cual podría explicarse a una inducción del sistema inmune 

inespecífico provocado por la propia KLH. Mediante ELISA se comprobó que al finalizar 

el periodo de vacunación los animales contenían anticuerpos frente a la proteína KLH y 

al péptido conjugado, sin existir diferencias significativas entre los animales control y los 

vacunados con el péptido conjugado (Figura 34). También se observó un bajo nivel de 

anticuerpos frente al péptido NL15 sin conjugar en los sueros de los animales vacunados 

con el péptido conjugado, pero no en los sueros de animales control. No obstante, en 

ELISA frente a VLPs de RHDVb se comprobó la falta de anticuerpos, con los niveles por 

debajo del punto de corte del ensayo, en todos los animales tratados, en la misma línea 

que los resultados observados por Western blot.  
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El desafío de los animales tratados con estos péptidos permitió demostrar que la 

vacunación con este péptido sintético conjugado con KLH (KLH-NL15) no era una buena 

opción para hacer frente a la enfermedad causada por la nueva variante del virus. La baja 

inmunogenicidad de los péptidos se ha comprobado que es una importante limitación para 

el uso de estas moléculas como vacunas. Debido al pequeño tamaño de estas moléculas 

no inducen de forma tan efectiva a como lo hacen estructuras antigénicas de mayor 

tamaño como podría ser una partícula viral completa. Por tanto, nuestros resultados 

difieren de los obtenidos en el estudio de Wang et al., 2013, dónde la vacunación con el 

péptido sintético conjugado basado en RHDVa sí protegió frente al virus. Sin embargo, 

hay que tener en cuenta que en estudios estructurales de los dominios P de RHDVa y 

RHDVb se han observado diferencias en cuanto a la unión del dominio P a HBGAs y en 

la orientación de los lazos del subdominio P2, mostrando que las estructuras de los 

dominios P de ambos tipos de RHDV son moderadamente diferentes (Leuthold et al., 

2015). Por tanto, no puede afirmarse que, si el lazo 1 del subdominio P2 de RHDVa 

contiene epítopos neutralizantes del virus, ocurra igual en el caso del mismo lazo de 

RHDVb. Los análisis de predicción de estructuras e interacción de anticuerpos 

monoclonales realizados en otros apartados de esta tesis permiten sugerir que la 

utilización de otros lazos (L4 y L5) del dominio P de la VP1 de RHDVb en experimentos 

de inmunización, podría dar mejores resultados de protección y constituyen un objetivo 

para las investigaciones futuras del laboratorio. 

En vista de la problemática que supone la enfermedad hemorrágica del conejo causada 

por la nueva variante del virus RHDVb en poblaciones silvestres de conejo de monte, y 

teniendo en cuenta la dificultad que supone vacunar a dichos animales en el campo, en 

este trabajo se ha iniciado un estudio prospectivo sobre el potencial de las bacterias 

lácticas recombinantes, que expresan el dominio P de RHDV, como un nuevo candidato 

vacunal aplicable por vía oral. De este modo se pretende obtener candidatos vacunales 

que puedan administrarse de un modo que evite la captura, y manejo de los conejos, así 

como el estrés que ello les conlleva. Estos procedimientos podrían aplicarse tanto en 

poblaciones silvestres como en animales de granja o domésticos.  

En este trabajo se han construido lactobacilos recombinantes que contienen integradas 

en su genoma distintas secuencias de dominios P (RHDV-G1 o RHDVb), así como 

regiones que permiten la expresión de dichos dominios en distintas formas, bien anclados 
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a la pared bacteriana o secretados al medio de cultivo. Este trabajo contribuye a investigar 

las distintas posibilidades que permiten estas bacterias para la expresión de antígenos 

heterólogos y su potencial uso como agentes probióticos, como ha sido demostrado en 

otros estudios frente a infecciones por Rotavirus y Norovirus (Hoang et al., 2015; Martín 

et al., 2011). A su vez, al ser organismos que pueden establecerse como microbiota 

intestinal en los conejos, son vectores vacunales potencialmente muy prometedores. 

Los análisis de expresión de las construcciones de dominios P anclados a la pared 

bacteriana mostraron niveles bajos no detectables por Western blot, sin embargo, se 

demostró la presencia del dominio P mediante citometría de flujo (Figura 28). En el caso 

de los dominios P secretados al medio no fue posible la detección por Western blot a 

pesar de concentrar previamente las proteínas del sobrenadante mediante precipitación 

con ácido tricloroacético. Las cantidades tan bajas e indetectables obtenidas en este 

sistema de expresión de los dominios P podrían deberse a que la expresión en los 

lactobacilos recombinantes ha sido diseñada para que se produzca de forma constitutiva 

y posiblemente a un efecto de baja dosis génica, al tratarse de vectores integrativos. En 

anteriores estudios dónde se diseñaron y generaron lactobacilos recombinantes que 

expresaban la proteína VP1 de un norovirus humano bajo un promotor inducible, se 

consiguió observar la presencia de la proteína VP1 mediante Western blot pese a que los 

niveles de expresión también eran bajos (Martín et al., 2004).  Por tanto, un cambio en el 

sistema de expresión de los dominios P de RHDV a una construcción inducible tampoco 

promete dar lugar a resultados muy diferentes a los obtenidos en cuanto a niveles de 

producción del antígeno. Por otro lado, la necesidad de inducción, es decir el uso de 

inductores exógenos, haría poco práctico el uso de estas construcciones para vacunar 

animales silvestres.  

Dado que los únicos lactobacilos recombinantes en los que se pudo detectar la 

presencia de dominios P de RHDV fueron los que expresan este antígeno anclado a la 

pared bacteriana, este tipo de bacterias se seleccionaron para la evaluación de su eficacia 

protectora frente al RHDV. El ensayo en conejos para determinar la inducción del sistema 

inmune y la protección frente al virus se desarrolló mediante la administración oral de las 

distintas construcciones de bacterias recombinantes por separado. 

En los análisis de la producción de anticuerpos frente a RHDV en los conejos 

vacunados oralmente con lactobacilos, se observaron niveles bajos de anticuerpos tanto 
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frente a VLPs de RHDV-Ast89 como frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Figura 37). 

Sin embargo, pese a los reducidos títulos de anticuerpos existen diferencias entre los 

distintos grupos de conejos vacunados con lactobacilos recombinantes. En el caso de los 

anticuerpos frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Figura 37A), los sueros de conejos 

vacunados con lactobacilos que expresan dominio P de RHDV-Nav10/11 parecieron 

mostrar niveles ligeramente superiores a los 25 dpi, aunque posteriormente disminuyeron 

a los 64 dpi y, en todos los casos, son muy similares y en su mayoría inferiores a los del 

punto de corte de la técnica de ELISA. Por otro lado, la detección de anticuerpos frente a 

las VLPs de RHDV-Ast89 (Figura 37B), reveló diferencias significativas con respecto a 

los valores obtenidos frente a VLPs de RHDV-Nav10/11 (Tabla 22). Curiosamente, en 

el grupo de animales inmunizados con los lactobacilos que expresan dominio P de 

RHDV-Nav10/11, aparecen anticuerpos detectables frente a VLPs de RHDV-Ast89 a los 

25 dpi y se mantiene hasta el día 64 dpi, hecho que no ocurre frente a VLPs de RHDV-

Nav10/11. En el caso del grupo de animales inmunizados oralmente con lactobacilos que 

expresan el dominio P de RHDV-Ast89 sin cola de histidinas, los anticuerpos frente a 

VLPs de RHDV-Ast89 aparecen en el suero a los 64 dpi, algo que no ocurre en el grupo 

de animales vacunados con los lactobacilos que expresan los mismos dominios P con cola 

de histidinas que, curiosamente, no muestran presencia de anticuerpos frente a dichas 

VLPs en ninguno de los sueros muestreados.  

La presencia de anticuerpos detectables frente a VLPs de RHDV-Ast89 en los sueros 

del grupo control tratado con el lactobacilo silvestre (BL23), podría explicarse atendiendo 

a las propiedades probióticas de esta bacteria ya mencionadas en otros trabajos (Lee et 

al., 2015). Sin embargo, solo se ha demostrado que actúan modulando la respuesta 

inmune del hospedador, a través de células T reguladoras acompañando a una expresión 

de citoquinas reguladoras(Cortes-Perez et al., 2017; Foligne et al., 2007; Lenoir et al., 

2016). 

La falta de inducción suficiente del sistema inmune para la producción de anticuerpos 

evidenciada por los resultados de las pruebas ELISA permite anticipar una falta de 

protección frente al virus como se comprobó posteriormente en el ensayo de infección 

con RHDVb (Figura 38). Estos resultados sugieren que la vacuna oral diseñada y 

evaluada en este trabajo no posee capacidad para inmunizar de forma efectiva a los 

conejos. Por otro lado, no se ha podido demostrar de forma clara que los lactobacilos 
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recombinantes sean capaces de colonizar el tracto digestivo de los conejos, lo que 

supondría que el antígeno permanecería en el organismo del animal durante un tiempo 

limitado, menor del que se esperaba con esta estrategia vacunal. Además, hay que 

recordar que el dominio P de RHDV se expresa fusionado con secuencias de otras 

proteínas que le ayudan al anclaje a la pared bacteriana, no podemos demostrar que la 

estructura adquirida por este dominio en el exterior de la bacteria sea la misma en la que 

se dispone en la cápsida del virus o la VLP, ni que puedan llegar a adoptar estructuras 

diméricas que son importantes para la interacción de algunos anticuerpos neutralizantes 

como el 2D9 caracterizado en esta tesis. Para investigaciones futuras sobre estos 

lactobacilos recombinantes como vacuna oral viva, se podría realizar la inserción en el 

genoma de varias copias seguidas de la secuencia del dominio P (en tándem), que se 

traducirían en una única proteína. De este modo, se esperaría la expresión de mayor 

cantidad de antígeno y cabría una mayor probabilidad de que los dominios P anclados a 

la pared quedasen lo suficientemente cercanos para formar dímeros. 

Es necesario comentar también que la vía de administración de los antígenos vacunales 

es muy importante a la hora de la inducción de una respuesta inmune efectiva y que las 

inmunizaciones orales requieren normalmente una mayor cantidad de inmunógeno (de 

Aizpurua y Russell-Jones, 1988) comparado con la ruta parenteral. Estos hechos, unidos 

al bajo nivel de expresión del antígeno que presentaron los distintos lactobacilos 

recombinantes diseñados en este trabajo, a los que puede sumarse la posibilidad de una 

degradación del dominio P a lo largo del tracto digestivo, podrían explicar la falta de 

efectividad de este candidato vacunal. 

En otras partes de esta tesis se ha comprobado que el dominio P de RHDV-Nav10/11 

contenía epítopos neutralizantes frente a RHDVb, por lo que este antígeno constituyo un 

candidato vacunal cuya eficacia requiere ser analizada mediante ensayos in vivo con 

animales. Por otro lado, dado que actualmente existe una limitación en las herramientas 

diagnósticas que no permiten distinguir si los anticuerpos presentes en sueros de conejos 

provienen de una vacunación previa o bien de una exposición natural al virus, nos 

planteamos también la posibilidad de generar el antígeno vacunal marcado en forma de 

proteína de fusión con GST. De este modo la presencia de anticuerpos frente a la GST 

podría constituir una indicación de que un animal ha sido vacunado. La fusión GST-

dominio P obtenida y expresada en bacterias se purificó con el fin de ser administrada a 
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conejos, una vez que se demostró que adquiría la conformación natural presente en la 

cápsida viral puesto que reaccionaba positivamente con el anticuerpo neutralizante 2D9. 

Además de los antígenos anteriores, y teniendo en cuenta los resultados mostrados en 

otros estudios sobre la vacunación con VLPs, se han producido y evaluado una 

preparación de VLPs de la nueva variante RHDVb, más concretamente, del aislado 

RHDV-Nav10/11. En multitud de trabajos publicados se ha expresado el gen de la 

proteína VP1 de RHDV de forma heteróloga, mostrando su capacidad de autoensamblarse 

para formar VLPs, así como sus propiedades inmunogénicas y de inducción de la 

protección frente al virus RHDV. Los sistemas de expresión empleados en esos trabajos 

han sido muy variados, desde bacterias (Boga et al., 1994; Guo et al., 2016), baculovirus 

(Laurent et al., 1994; Marín et al., 1995; Nagesha et al., 1995; Pérez-Filgueira et al., 

2007; Plana-Duran et al., 1996), plantas (Castañon et al., 1999; Fernández-Fernández et 

al., 2001; Gil et al., 2006; Mikschofsky et al., 2009), adenovirus (Fernandez et al., 2011), 

levaduras (Boga et al., 1997; Fernandez et al., 2013), hasta en forma de vacunas 

bivalentes mediante virus mixoma recombinantes (Angulo y Bárcena, 2007; Bárcena et 

al., 2000; Bertagnoli et al., 1996; Spibey et al., 2012; Torres et al., 2000). Por tanto, a la 

luz de los resultados obtenidos con VLPs de RHDV clásico cabría esperar resultados 

similares para el caso de una vacuna basada en las VLPs de la nueva variante del virus 

que nos planteamos en el presente trabajo.  

La expresión de la proteína VP1 empleando baculovirus recombinantes ha demostrado 

ser una potente herramienta para la producción de cantidades suficientes de VLPs en 

cultivos celulares para su purificación y administración a conejos. Para obtener mejores 

rendimientos, en varios trabajos previos se ha optimizado este sistema de expresión por 

baculovirus (Gomez-Sebastian et al., 2014; López-Vidal et al., 2015) y se ha escalado la 

producción de VLPs utilizando factorías vivas como crisálidas y larvas de insectos 

(Trichoplusia ni) (Guijarro-Pardo et al., 2017; Pérez-Filgueira et al., 2007). Con estos 

antecedentes, en este trabajo se ha evaluado la inducción de la respuesta inmune y la 

protección frente a RHDVb administrando VLPs producidas en estos dos sistemas 

basados en la infección por baculovirus recombinantes bien de cultivos celulares, o bien, 

de crisálidas de insecto.  

El análisis comparativo de la expresión de VP1 y obtención de VLPs en cultivos 

celulares se llevó a cabo empleando secuencias nucleotídicas de VP1 de RHDV-
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Nav10/11 tanto nativas como optimizadas para su expresión en células de insecto. 

Además, se analizó la expresión de la VP1 en distintos tipos celulares (Sf9 y HF) que 

permitían la obtención de las VLPs de forma extracelular o intracelular, respectivamente. 

En estos estudios se pudo comprobar la importancia de la optimización de la secuencia 

para su expresión en células de insecto, mostrando un incremento de 3,6 y 50 veces (HF 

y Sf9, respectivamente) la producción de VLPs cuando se empleaban baculovirus que 

contenían la secuencia optimizada de la VP1 (Tabla 20), al igual que lo recogido en 

estudios previos de optimización de la secuencia para la expresión en baculovirus (López-

Vidal et al., 2015). Además, se ha comprobado que el tipo celular empleado, que 

condiciona la expresión intracelular o extracelular debe ser otro aspecto a tener en cuenta 

a la hora de producir VLPs en cultivos celulares. En esta tesis, se ha estudiado también el 

uso vacunal de la presencia de extractos de crisálidas infectadas con baculovirus 

recombinantes optimizados para la expresión de VP1 en células de insecto (Figura 31). 

La eficacia del uso de los insectos como factorías vivas (biorreactores) para la producción 

de proteínas o estructuras complejas como pueden ser las VLPs, puede deberse a que el 

elevado número de células y multitud de tipos celulares presentes en un organismo 

completo como un insecto permite un elevado rendimiento de la producción a un bajo 

coste (Guijarro-Pardo et al., 2017; Kato et al., 2010; Pérez-Filgueira et al., 2007; Pérez-

Martín et al., 2010) en comparación con los biorreactores convencionales. Los estudios 

previos se han centrado en el uso de fases larvarias de Trichoplusia ni, pero la utilización 

de las crisálidas presenta numerosas ventajas. En cuanto a producción se habla de 

términos similares (comunicación personal de ALGENEX), pero en esta fase evolutiva 

se elimina la presencia del aparato digestivo del insecto, con lo que se disminuye la carga 

bacteriana, hay menor degradación de la proteína recombinante, se reduce la 

contaminación de lípidos en el extracto final y, como principal ventaja, ofrece la 

posibilidad de automatizar el proceso de inoculación con el baculovirus mediante robots 

diseñados para ello. Para comprobar que los extractos de crisálidas producidos por ese 

sistema contienen las VLPs de RHDVb y son susceptibles de ser utilizados en vacunas, 

uno de los objetivos planteados en este trabajo fue comprobar la inmunogenicidad y 

capacidad de protección frente al virus tras la vacunación con extractos de crisálidas que 

producen VLPs de RHDVb. 

El efecto de los adyuvantes como compuestos que tienen efectos sobre la inducción 

del sistema inmune cuando se utilizan en mezclas vacunales se ha demostrado en 
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múltiples estudios siendo, en la actualidad, uno de los componentes de las vacunas 

disponibles frente a RHDV. Por tanto, en este trabajo hemos estudiado además de la 

vacunación con VLPs purificadas, extractos de crisálidas que producen VLPs o dominios 

P la posible influencia del adyuvante en la inducción del sistema inmune y la protección 

frente a la infección por el virus RHDVb.  

Las inmunización de grupos de gazapos control, tratados con PBS o PBS con 

adyuvante (AlOH3) reveló que este adyuvante de forma individual no es capaz de proteger 

o retrasar la muerte de los animales tras la infección con el virus RHDVb (Figura 40A). 

Sin embargo, cuando se vacunaron los conejos con mezclas de adyuvante y VLPs 

purificadas o extractos de crisálidas se observó un incremento en la tasas de supervivencia 

con respecto a los conejos vacunados con la misma cantidad de antígeno en ausencia de 

adyuvante (Figura 40B). De este modo, en presencia de adyuvante la vacunación con 

VLPs purificadas de RHDVb protegió al 100 % de animales mientras que, al utilizar 

extractos de crisálidas, que contienen VLPs de RHDVb, en presencia de adyuvante se 

consigue la protección del 50 % de los animales. Hay que destacar que cuando los conejos 

se trataban con las mismas cantidades de antígenos, en ausencia de ALOH3, la mortalidad 

observada fue del 100 % entre los días 1 y 3 después del reto viral, al igual que en los 

grupos control tratados con PBS o PBS con adyuvante (Figura 40A y Figura 40B). Con 

estos resultados se ha comprobado una vez más el potencial vacunal de las VLPs y su 

capacidad para proteger frente a la nueva variante del virus como se ha publicado 

recientemente frente a un aislado francés de RHDVb (Müller et al., 2019). En los estudios 

recogidos en esta tesis se ha demostrado también el efecto beneficioso del adyuvante para 

ayudar a incrementar el poder inmunizador de los antígenos. En otros estudios posteriores 

realizados en el laboratorio, no recogidos en esta tesis, ha podido demostrarse que el uso 

de cantidades mayores de antígenos hace innecesario el uso de adyuvantes de inmunidad. 

Otro de los objetivos de esta tesis consistió en la evaluación de la capacidad protectora 

de las fusiones GST-dominio P del RHDVb, en presencia o ausencia de adyuvante 

(AlOH3). Tras la administración de 10 µg/animal de GST-dominio P en presencia de 

adyuvante los animales murieron entre los días 1 y 3 tras la infección con RHDVb al igual 

que los animales de los grupos control (Figura 40A y Figura 40C). Cuando se aumentó 

la dosis de antígeno a 100 µg/animal en presencia de adyuvante todos los animales 

sucumbieron, aunque la muerte se retrasó hasta los 5 días tras el reto viral. De forma 
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sorprendente cuando los animales se trataron con la misma cantidad de antígeno, en 

ausencia de adyuvante se observó una supervivencia del 50 % de los conejos a partir de 

los 4 días tras la inoculación del virus. Estos resultados contrastan con los obtenidos para 

la vacunación con VLPs o extractos de crisálidas. No obstante, hay que tener en cuenta 

el reducido número de animales empleados (4 animales por grupo) y las condiciones 

estrictas de desafio empleadas dado que la exposición al virus se realizó a los 7 días desde 

la vacunación. 

Cabe mencionar que existe una mayor protección tras vacunar con una dosis de VLPs 

purificadas de 5 µg/animal que tras vacunar con 100 µg/animal de la fusión GST-P. Estos 

resultados reflejan que pese al aumento de las dosis los dominios P, por sí solos, pudieran 

no ser suficientemente inmunogénicos en comparación con las VLPs completas y que, al 

igual que en el caso de la vacunación con el péptido sintético, el tamaño y la 

estructuración del antígeno vacunal sea importante a la hora de inducir una respuesta 

inmune efectiva. De hecho, ya existe una diferencia importante entre la vacunación con 

el péptido sintético conjugado KLH-NL15 que no produjo ningún tipo de protección y el 

dominio P completo que ha protegido al 50 % de los conejos. En el caso de una misma 

dosis de VLPs (5 µg/animal) en los extractos de crisálidas la protección también fue 

menor que con las VLPs purificadas, lo que podría deberse a que las VLPs podrían estar 

“enmascaradas” o de alguna forma unidas a otras proteínas solubles del extracto que 

impidan el reconocimiento del antígeno por parte del sistema inmune del conejo.  

Para el estudio de la inducción del sistema inmune tras la vacunación con VLPs o 

dominio P de RHDVb se analizó la presencia de anticuerpos frente a RHDV, en los sueros 

recogidos de los animales supervivientes. Mediante el uso de un sistema de ELISA 

comercial (Ingenasa) se observó la presencia de anticuerpos en todos los animales 

supervivientes del grupo vacunado con VLPs purificadas y adyuvante (Tabla 24). En el 

caso de los 2 animales supervivientes vacunados con extractos de crisálidas con VLPs y 

adyuvantes, en uno de ellos no se detectaron anticuerpos. En los sueros de los dos conejos 

supervivientes vacunados con la fusión GST-P se observó la presencia de anticuerpos, 

pero en niveles cercanos al punto de corte del ELISA. 

Para comprobar la especificidad de los anticuerpos presentes en el suero se utilizó un 

ELISA indirecto empleando como antígenos VLPs de RHDV clásica (las mismas que el 

sistema de Ingenasa) o VLPs de RHDVb (Tabla 25). En los resultados obtenidos se 
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demuestra la presencia de anticuerpos frente a ambos tipos de VLPs en todos los animales 

supervivientes. Sin embargo, se muestran diferencias importantes entre las cantidades de 

anticuerpo frente a uno u otro tipo de VLPs, 5 de los animales supervivientes (62,5 % de 

los animales supervivientes) contienen mayor cantidad de anticuerpos frente a VLPs de 

RHDV-Nav10/11 (RHDVb) que frente a VLPs del virus clásico. Estos resultados están 

de acuerdo con los trabajos previos que describían diferencias antigénicas de ambos virus 

(Bárcena et al., 2015; Dalton et al., 2012). En dos de los animales supervivientes (25 % 

de los supervivientes) los valores obtenidos frente a VLPs de ambos tipos son similares, 

lo que demostraría una reactividad cruzada de los anticuerpos. Solo en uno de los 

animales supervivientes, vacunado con extractos de crisálidas que producen VLPs, (12,5 

% de los supervivientes) se obtuvo mayor cantidad de anticuerpos frente a RHDV clásico 

que frente a RHDV-Nav10/11. La presencia de anticuerpos frente a VLPs de RHDV-

Ast89 en animales vacunados con VLPs completas de RHDVb (purificadas o en 

extractos) podría indicar que la vacunación con este antígeno podría proteger al menos 

parcialmente a un porcentaje de conejos frente al virus clásico, a diferencia de lo que 

ocurre con la vacunación con el dominio P de RHDVb que no induce una producción 

importante de anticuerpos frente a VLPs de RHDV-Ast89. 

La evaluación para una posible aplicación de la fusión GST-P como vacuna marcada 

se ha realizado mediante la detección por ELISA de anticuerpos frente a GST en sueros 

de los animales supervivientes tratados con GST-P o VLPs. Los resultados obtenidos 

muestran la falta de anticuerpos detectables frente GST en todos los animales estudiados. 

La imposibilidad de diferenciar mediante ELISA los sueros de los animales vacunados 

con GST-P respecto al resto, indica que este antígeno vacunal no sería una buena opción 

como vacuna marcada. Sin embargo, hay que indicar que el limitado tiempo (sólo 7 días) 

entre la administración de la fusión GST-P y el reto viral con RHDV en el ensayo in vivo 

realizado podrían explicar la ausencia de anticuerpos frente a la proteína GST. También 

es importante indicar que la inoculación del virus supone un refuerzo para la inducción 

de la producción de anticuerpos frente al dominio P, pero no frente a la proteína GST 

puesto que ésta no se administró al realizar el reto viral.  

Teniendo en cuenta que la secuencia de la proteína GST empleada en este ensayo de 

vacunación pertenece a una especie de Pseudomonas, y analizando la secuencia tiene 

aproximadamente un 45 % de homología con la GST de conejo, se plantea para futuros 
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estudios el utilizar una proteína GST menos parecida a la de conejo. Sin embargo, otros 

estudios han puesto de manifiesto que el uso de esta proteína modificada conteniendo 

epítopos de células T de la toxina difteria es capaz de inducir la producción de anticuerpos 

en ratones (Pillai et al., 1995), esto sugiere que, aunque la proteína GST por sí no induzca 

una respuesta inmune en conejos, puede ser modificada añadiéndole epítopos marcadores 

que sí lo hagan. En trabajos realizados sobre parásitos de humano (Diemert et al., 2017; 

Grezel et al., 1993), oveja (Gupta et al., 2005; Sexton et al., 1990), o vaca (Morrison et 

al., 1996) han indicado que la proteína GST del propio parásito empleada como vacuna 

induce la producción de anticuerpos, aportando resultados que indican la buena 

inmunogenicidad de la proteína GST. 

La persistencia del virus en el organismo de los conejos vacunados se estudió mediante 

un sistema de detección de ARN viral en hígado de conejos desarrollado previamente en 

nuestro laboratorio (Dalton et al., 2018a). La ausencia de copias de ARN viral en hígado 

de los conejos supervivientes vacunados con VLPs purificadas (5 µg) y con adyuvantes 

demostró que además de la protección frente a la enfermedad, los conejos fueron capaces 

de eliminar al virus de su organismo (Figura 41). En uno de los animales supervivientes 

vacunado con la fusión P-GST tampoco se detectó la presencia del virus. El número de 

copias de ARN viral se encontraba reducido en todos los animales vacunados con 

cualquiera de los antígenos probados con respecto al grupo control de animales 

inyectados con PBS (Figura 41). En el caso de los animales supervivientes vacunados 

con extractos de crisálidas éstos presentan un número de copias de ARN viral muy 

inferior al de los animales que murieron del mismo grupo, demostrándose que la carga 

viral en los animales supervivientes es menor. 

En este trabajo se ha demostrado que la vacunación con VLPs purificadas de RHDVb 

protege de forma efectiva a los conejos frente a la infección por el virus y, además, al 

eliminar totalmente la presencia del virus del organismo del animal evita que se convierta 

en un foco de infección para otros conejos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 

con la vacunación con extractos de células de insecto que expresan VP1 de RHDVb 

(Müller et al., 2019).  

Tras todos los estudios realizados en esta tesis resulta evidente que la complejidad del 

antígeno empleado para inmunizar frente al RHDV es un factor condicionante para el 

nivel de protección que puede alcanzarse. En nuestros estudios puede comprobarse la 
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mayor eficacia de las VLPs frente a los dominios P o algún lazo expuesto de estos, así 

como la influencia de las dosis de antígenos y/o presencia de adyuvantes a la hora de 

conseguir una inmunidad protectora suficiente. 

También se han aportado datos en lo que se refiere a la utilización de bacterias 

recombinantes, administrables por vía oral. Parece evidente la necesidad de aumentar los 

niveles de expresión en este tipo de hospedadores y procurar que los antígenos expresados 

puedan alcanzar un nivel de estructuración suficiente. Este último aspecto es un 

condicionante importante a la hora de conformar las estructuras identificadas por los 

anticuerpos neutralizantes, del tipo reconocido por el monoclonal 2D9, que parece 

identificar estructuras presentes únicamente en las formas diméricas de los dominios P de 

la VP1. El sistema de expresión utilizado para el anclaje de antígenos en la pared de los 

lactobacilos, aunque permite una mejor presentación de éstos, no parece que sea el 

sistema de elección para los dominios P, dado que posiblemente impediría su 

dimerización. Por tanto, cabe proponer para futuros trabajos encaminar los esfuerzos a 

mejorar la expresión extracelular, posiblemente de la VP1 completa de RHDV. Este tipo 

de estrategia consistente en el uso de bacterias lácticas vivas, que expresan antígenos 

relevantes y con capacidad colonizadora del intestino de los conejos, podría ser una 

alternativa en la que basar la vacunación de los conejos y otros animales silvestres en los 

que otros tipos de estrategias vacunales son actualmente inviables. 

En este trabajo se ha puesto de manifiesto la importancia de emplear como antígeno 

VLPs de RHDVb cuando se realizan análisis de la producción de anticuerpos frente a esta 

variante. En los sueros analizados de animales vacunados con antígenos pertenecientes a 

RHDVb se observa que, aun habiendo anticuerpos que reconocen antígenos basados en 

RHDV clásico (VLPs de RHDV-Ast89 o antígeno del sistema de Ingenasa), existen otros 

anticuerpos que no se detectan al ser específicos frente a RHDVb. Por ello, en algunos 

casos, se subestima la presencia de anticuerpos frente a RHDV empleando el sistema 

comercial de Ingenasa o un ELISA indirecto basado en VLPs de Ast89, si se compara 

con los resultados obtenidos empleando VLPs de RHDVb como antígeno en ELISA 

(Tabla 24 y Tabla 25). Atendiendo a estos datos, las diferencias antigénicas entre 

RHDV-G1 y RHDVb implican que en el análisis mediante ELISA de la presencia de 

anticuerpos en sueros frente a RHDV sea importante considerar a qué tipo de RHDV 

pertenecen los antígenos empleados. En un estudio anterior, ya ha sido puesto de 
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manifiesto que las diferencias antigénicas entre RHDV-G1 y RHDVb crean la necesidad 

de utilizar análisis diagnósticos específicos frente a RHDVb para estudiar la dispersión 

del virus (Bárcena et al., 2015).
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6. CONCLUSIONES 

1. La inmunización de ratones con VLPs derivadas del RHDV clásico o del RHDVb han 

permitido la obtención de hibridomas productores de anticuerpos específicos para cada 

tipo de RHDV, aportando nuevos datos sobre la existencia de diferencias antigénicas 

entre ambos virus.  

2. De un total de 14 hibridomas, obtenidos tras un proceso de cribado y clonación, solo 

4 de ellos fueron seleccionados ya que producen anticuerpos monoclonales con 

diferentes especificidades frente a distintos RHDV. 

3. El hibridoma 82 produce un anticuerpo monoclonal que reconoce un epítopo 

conformacional específico de RHDV clásico (RHDV-G1 y RHDVa), ausente en 

RHDVb. 

4. Se han obtenido hibridomas productores de los anticuerpos monoclonales 3A10 y 

8E10 que reconocen epítopos lineales de varios tipos de RHDV al reaccionar con el 

dominio S de la VP1, región más conservada de esta proteína en dichos virus. 

5. El anticuerpo monoclonal 2D9 es específico y neutralizante de la nueva variante de 

RHDV, interaccionando con la superficie externa del dominio P en forma de dímero. 

El reconocimiento del anticuerpo requiere una conformación tridimensional concreta 

de la región más expuesta del dominio P (subdominio P2). 

6. Una mutación puntual (N387D) presente en un aislado natural de RHDVb (RHDV-

Ger06/12-2) dentro del lazo 4 del subdominio P2, impide totalmente la unión del 

anticuerpo 2D9, aunque otra sustitución (N387A), en la misma posición que la 

anterior, no provoca el mismo efecto. 

7. Mediante técnicas in silico y generación de mutantes, se ha demostrado la importancia 

de los lazos expuestos del subdominio P2 para la interacción del anticuerpo 

neutralizante 2D9, siendo especialmente determinante el lazo 5 (Ile404-Ala416).  

8. Se han puesto a punto dos herramientas diagnósticas para la detección de viriones de 

RHDVb empleando los anticuerpos monoclonales 3A10 y 2D9. 
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9. El procedimiento inmunocromatográfico desarrollado permite la detección diferencial 

rápida de viriones de RHDVb, empleando muestras de exudados o tejidos de conejos 

obtenidos en el campo o en las granjas, con una sensibilidad y especificidad del 100%. 

10. La técnica ELISA desarrollada permite un estudio cuantitativo de la presencia de 

viriones de RHDVb con un valor diagnóstico de 0,98 y un valor predictivo positivo o 

negativo del 98,1 % y del 100,0 %, respectivamente. 

11. La inmunización de conejos con un péptido sintético correspondiente al lazo 1 

(Asn301-Leu315) del subdominio P2 de RHDVb, conjugado a la proteína KLH no 

induce el sistema inmune de los conejos de forma efectiva y no protege frente a la 

infección por el virus. 

12. La vacuna oral viva en forma de lactobacilos que expresan dominios P de distintos 

tipos de RHDV anclados a la pared inducen débilmente la producción de anticuerpos 

frente a VLPs del virus clásico (RHDV-Ast89), no siendo suficiente para proteger de 

la enfermedad causada por RHDVb. Tampoco se ha podido demostrar la capacidad de 

estos lactobacilos para colonizar el tracto digestivo de los conejos. 

13. El dominio P de RHDVb fusionado a la GST empleado como antígeno vacunal es 

capaz de proteger al 50 % de los conejos vacunados en las condiciones utilizadas, 

observándose la producción de anticuerpos específicos frente a RHDVb en los 

animales supervivientes. 

14. La vacunación con VLPs purificadas de RHDVb en presencia de adyuvante protege 

de la infección viral al 100 % de los animales vacunados, mostrando una inducción del 

sistema inmune por producción de anticuerpos específicos frente a RHDVb y dando 

lugar a la ausencia total de genomas virales en el hígado de los conejos vacunados. 

15. La inmunización con extractos de crisálidas que expresan la VP1 de RHDVb en 

presencia de adyuvante protegen al 50 % de los conejos tratados, en las condiciones 

ensayadas, y se observa la producción de anticuerpos frente a RHDV en sueros de los 

supervivientes, así como una reducción del número de copias de genoma viral en el 

hígado con respecto a los animales sin tratar. 
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16. Los conejos inmunizados con antígenos basados en el virus RHDVb producen 

anticuerpos mayoritariamente frente a VLPs de RHDVb en comparación con los 

observados frente a VLPs de RHDV-Ast89, demostrando las diferencias antigénicas 

entre ambos virus y la importancia de utilizar herramientas de detección específicas de 

RHDVb para determinar la presencia de anticuerpos en sueros de conejos. 
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8. ANEXO 

8.1. TABLA SUPLEMENTARIA 

Tabla S1. Hibridomas obtenidos tras la inmunización de ratones con VLPs de distintos RHDV. 

Sombreados en gris aparecen los hibridomas finales a partir de los que se purificaron los 

anticuerpos correspondientes. *No se obtuvieron subclones estables. -R Se pierde la reactividad 

frente a las VLPs. Reacción frente a VLPs: positiva (+), negativa (-), muy débil (+/-) o no 

específica (n-e). 

Hibridomas obtenidos con VLPs de RHDV-

Nav10-11 

Hibridomas obtenidos con VLPs de RHDV-

Gal09/12 

 Subclonaciones Reactividad frente a VLPs  Subclonaciones Reactividad frente a VLPs 

 1ª 2ª RHDVG1 RHDVa RHDVb  1ª 2ª RHDVG1 RHDVa RHDVb 

2A11 

2A11.12  n-e n-e n-e 

7 

7.1  - + -/+ 

7.2  - + -/+ 

2A11.14  n-e n-e n-e 
7.5  - + -/+ 

2D9 

2D9.1  - - + 
11      

2D9.2 2D9.23 - - + 

12      

2D9.3  - - + 

3A10 

3A10.1 3A10.14 + + + 
30 

30.9-R  - - - 

30.14-R  - - - 

3A10.2  + + + 

51 

51.4-R  - - - 

3A10.3  + + + 
51.5-R  - - - 

6B9 

6B9.6  n-e n-e n-e 
78*   + + - 

82 

82.2 82.28 + + - 

6B9.8  n-e n-e n-e 
82.3  + + - 

8E10*   + + + 

105 

105.3  - -/+ - 

105.8  - -/+ - 

125 

125.6  -/+ -/+ -/+ 

125.8  -/+ -/+ -/+ 
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8.2. FIGURAS SUPLEMENTARIAS 
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Figura S1. Alineamiento de secuencias de ADN de dominios P de RHDV-Nav10/11, RHDVG1-

Ast89 y mutantes de lazos. Los recuadros indican las secuencias que corresponden a los distintos 

lazos del subdominio P2. 
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Figura S2. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de dominios P de RHDV-Nav10/11, 

RHDVG1-Ast89 y mutantes de lazos. Los recuadros indican las secuencias que corresponden a 

los distintos lazos del subdominio P2. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Quiero compartir con ustedes el 

secreto que me ha llevado a 

alcanzar todas mis metas: mi 

fuerza reside únicamente en mi 

tenacidad”. 

 

Louis Pasteur 
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