SECCION 3.6.

LAGOMORPHA

CAPITULO 3.6.1.

MIXOMATOSIS

RESUMEN

Definicion de la enfermedad: La mixomatosis es una enfermedad virica generalizada y letal del
conejo comun (Oryctolagus cuniculus) causada por el virus Myxoma (VMIX), miembro de la familia
Poxviridae. Los hospedadores naturales son dos lepéridos: Sylvilagus brasiliensis en Sudamérica
(cepas sudamericanas), y S. bachmani (cepas californianas) en California, EE.UU. Sin embargo,
tras introducciones intencionadas en Australia y Europa como mecanismo de control biolégico de
conejos comunes salvajes, actualmente el VMIX tiene una distribucion mundial, es endémico en
poblaciones de conejo comun salvaje y puede transmitirse a conejos de produccion, de laboratorio
o criados como mascota. Hasta ahora, la mixomatosis sigue siendo la principal amenaza infecciosa
para la cunicultura.

Descripcion de la enfermedad: La mixomatosis es basicamente una enfermedad del conejo
comun. La liebre comun (Lepus europaeus) es susceptible a la infeccion por el VMIX, pero casi
nunca desarrolla una enfermedad generalizada. Sylvilagus spp. es bastante resistente y puede
actuar como portador sano. No existe riesgo sanitario para el ser humano. En el conejo, se
observan dos formas de enfermedad: la forma nodular (clasica), que se caracteriza por lesiones
cutaneas mixomatosas macroscopicas, y la forma amixomatosa (respiratoria), en la cual los signos
son principalmente respiratorios y los nddulos son pequefios y escasos. La forma nodular esta
causada por cepas virulentas del VMIX, se trasmite de forma natural por la picadura de insectos,
sobre todo durante el verano, y se observa principalmente en conejos salvajes y mascota, y en
explotaciones cunicolas pequefias. Durante la infeccion por el VMIX, las abundantes proteinas
inmunomoduladoras inducen progresivamente el colapso del sistema inmunitario del hospedador.
Ello favorece las infecciones bacterianas en el tracto respiratorio, lo cual contribuye en gran
medida a la muerte del animal. Desde la introducciéon del VMIX en poblaciones de conejos, han
surgido cepas del virus con distintos grados de patogenicidad, y circulan en el campo. Las cepas
leves y atenuadas causan la forma amixomatosa (respiratoria) de la enfermedad, sobre todo en
animales de produccién. Los conejos salvajes actian como reservorios, mientras que los
mosquitos y las pulgas pueden transmitir el virus a conejos domésticos, pero en el caso de una
gran proximidad entre los animales (es decir, en conejos de produccion), el virus también se puede
transmitir por contacto directo. El semen que se utiliza durante la inseminacion artificial también
puede constituir un riesgo. No existe predileccion de edad ni de sexo.

Identificacion del agente: El diagnostico de la mixomatosis, independientemente de su forma
clinica, se basa en el aislamiento e identificacion del virus o la deteccién de sus antigenos.

Cuando se hallan lesiones cutaneas en un conejo muerto, el antigeno virico puede detectarse
mediante métodos de diagnéstico rapido, como la inmunodifusién en gel de agar (AGID), la
microscopia electrénica de tincion negativa (nsEM), la prueba de la inmunofluorescencia (FAT), la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o la histopatologia. En monocapas de cultivo de
células renales de conejo inoculadas con material de la lesion se observaran los efectos citopaticos
caracteristicos de los poxvirus. La presencia de virus se puede confirmar mediante la prueba de la
inmunoperoxidasa en monocapa, la FAT, la PCR o la nsEM.
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Pruebas serologicas: la presencia de una respuesta inmunitaria humoral manifiesta facilita un
diagnostico retrospectivo de la enfermedad, y puede ser indicativa de la prevalencia de la infeccion
en una poblacién de conejos. La serologia también podria utilizarse para evaluar la vacunacion
incluso cuando no hay una correlacién directa entre los titulos de anticuerpos anti-VMIX y el grado
de proteccion de los animales frente a la enfermedad. La identificacién y titulacion de los
anticuerpos especificos que se generan a partir de una infeccion natural o de una vacunacién se
realiza principalmente mediante enzimoinmunoanalisis. También puede utilizarse la IFA o la AGID,
pero son menos sensibles.

Requisitos para las vacunas: Para la vacunacion de conejos se dispone de vacunas preparadas
con virus vivo modificado del fibroma de Shope, o bien con cepas de virus Myxoma modificados.

A. INTRODUCCION

La mixomatosis es una enfermedad virica importante del conejo comun (Oryctolagus cuniculus), tanto doméstico
como salvaje, causada por el virus Myxoma (VMIX), un poxvirus (familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae;
género Leporipoxvirus) que fue aislado por primera vez en 1898 de una colonia de conejos de laboratorio de
Uruguay. EI ADN del VMIX codifica alrededor de 170 genes, entre los cuales, alrededor de 70 codifican factores
inmunomoduladores e interactivos del hospedador que intervienen en la alteracién del sistema inmunitario del
hospedador y otras respuestas antiviricas.

Los hospedadores naturales son dos especies de leporidos: Sylvilagus brasiliensis en Sudamérica (cepas
sudamericanas) y Sylvilagus bachmani (cepas californianas) en California, EE.UU. (Fenner, 1994), en las cuales
las cepas viricas producen solo un fibroma benigno. Tras las introducciones intencionadas en Australia y Europa
como control biolégico del conejo comun salvaje, ahora el VMIX tiene una distribucion mundial, es endémico en
poblaciones de conejo comUn salvaje, y puede transmitirse a conejos de produccion, de laboratorio o criados
como mascotas (Fenner & Fantini, 1999). Las liebres comunes pueden desarrollar la enfermedad generalizada,
pero lo hacen con muy poca frecuencia (Fenner & Ratcliffe, 1965). Los conejos salvajes actian como
reservorios, y los insectos (principalmente mosquitos y pulgas, pero también quiromonidos y piojos) pueden
transmitir el virus a conejos domésticos. Cuando existe una gran proximidad entre los animales (es decir, conejos
de produccidn), el virus también se puede transmitir por contacto directo. El VMIX se excreta con las secreciones
oculares y nasales, o por las lesiones cutdneas, y también puede haberlo en el semen y secreciones genitales.
No existe predileccion de edad ni sexo.

Se han identificado dos formas de la enfermedad: la forma nodular (clasica) y la forma amixomatosa
(respiratoria). La mixomatosis nodular se transmite de forma natural por picaduras de insectos y se observa
principalmente en conejos salvajes y mascota, y en explotaciones cunicolas pequefias. Se caracteriza por
lesiones cuténeas rubicundas y una disfuncién inmunitaria intensa, que cursan con infecciones bacterianas
secundarias por microorganismos procedentes del tracto respiratorio. Se han disefiado cepas viricas prototipicas
derivadas de los brotes australianos y europeos que caracterizan los distintos grados de virulencia (desde el
grado | al grado V), observados en conejos de laboratorio (Fenner & Ratcliffe, 1965). Tras la infeccion por la cepa
de grado | (la mas virulenta), el primer signo de la infeccion es un abultamiento en el lugar de la misma, que
aumenta de tamafio y normalmente se convierte en protuberancia y se ulcera. Va apareciendo progresivamente
una blefaroconjuntivitis aguda y una hinchazén edematosa de la zona genital. Al sexto o séptimo dia aparecen
las lesiones secundarias (Fenner, 1994). La muerte se produce entre el octavo y quinceavo dia después de la
infeccion. Tras la infeccidon por cepas de los grados Il al V, los signos son por lo general los mismos, con la
excepcion de que se desarrollan mas lentamente y son menos graves. Cuando los animales sobreviven, las
lesiones se curan poco a poco. La tasa de mortalidad oscila entre el 20 y el 100%, dependiendo del grado de
virulencia de la cepa virica. En los conejos que sobreviven mas alld del dia 10-14 post-infeccion es habitual
observar infecciones bacterianas secundarias (especialmente por Pasteurella sp. y Bordetella sp.) de las
conjuntivas, las vias respiratorias altas y los pulmones, lo cual puede ser la principal causa de muerte en los
conejos infectados con cepas subagudas del VMIX.

Los signos clinicos de la forma amixomatosa de la mixomatosis son principalmente respiratorios: fiebre y
lesiones cutaneas mas pequefias que en la forma nodular, aunque muchos de los signos clinicos son
caracteristicos de la mixomatosis, como la lesion cutanea en el punto de inoculacién, edema perineal, hinchazén
palpebral, blefaroconjuntivitis y rinitis. La forma amixomatosa se considera mas destacable en los conejos de
produccién. La base genética del fenotipo amixomatoso no se ha definido, pero se ha sugerido que la forma
amixomatosa constituye una adaptacion a la transmisidon por contacto en ausencia de vectores, supuestamente
por las secreciones respiratorias y conjuntivales, ya que para la transmisién es necesario el contacto directo. La
virulencia de los virus amixomatosos parece depender de la presencia de bacterias patdgenas, como Pasteurella
multocida (Marlier et al., 2000). Hasta ahora, esta forma se ha observado con frecuencia en paises europeos en
los que hay una considerable produccién cunicola (como Francia, Espafia, Bélgica e Italia).
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No existe riesgo conocido de infeccion por el VMIX en el ser humano. Las medidas de biocontencién deben
determinarse a partir de un analisis del riesgo, como se describe en el Capitulo 1.1.4 Bioseguridad y
bioproteccién: norma para la gestién del riesgo bioldgico en el laboratorio veterinario y en las instalaciones de los
animales.

Los signos clinicos de la mixomatosis clasica estan bastante bien definidos, aunque las infecciones bacterianas
de las vias respiratorias altas y la conjuntivitis/queratoconjuntivitis bacteriana pueden causar confusion y errores
en el diagnodstico. El virus del fibroma de Shope (VFS) causa una lesion local fibromatosa simple que debe
diferenciarse del VMIX.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

El envio de muestras para el diagnostico en el laboratorio es muy importante, porque los signos de la
enfermedad se hacen menos reconocibles a medida que se atendan las cepas de virus. Es mas, se limita
claramente la expresion del ectodermotropismo de las cepas amixomatosas del VMIX, de tal modo que el
diagndstico clinico de la forma amixomatosa es mucho mas dificil que el de la forma clasica. La capacidad de
distinguir el VMIX en lesiones mixomatosas tipicas, en edema palpebral o en el edema genital varia en funcion
de cada técnica. Sin embargo, para el diagnostico de la mixomatosis tipica atenuada o de las formas atipicas
(amixomatosas) puede ser necesario el aislamiento virico mediante la inoculacion de lineas celulares sensibles,
como la RK-13 (rifién de conejo), y la identificacion del virus mediante métodos inmunoldgicos. En ambos casos,
el agente también se puede identificar mas rapida y facilmente por deteccion del acido nucleico del VMIX. El uso
de técnicas moleculares para el diagnostico ha aumentado progresivamente en los Ultimos afios. Estos métodos
pueden revelar una infeccion subclinica (por ejemplo, al analizar hisopos conjuntivales) y permitir la
diferenciacion entre cepas vacunales y naturales (Cavadini et al., 2010).

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles y su propdsito

Propésito
Demostrar . .
. Determinar Determinar el
ausencia de -
Método Demostrar - - Contribuir a ) la estado
- infeccion en o Confirmar . . o
ausencia de : las politicas prevalencia inmunitario en
. - animales casos ;
infeccion en la L de oy de la animales o
- individuales S clinicos . e .
poblacion erradicacion infecciébn — | poblaciones tras
antes de los vigilancia la vacunacion
desplazamientos 9
Identificacién del agente®
nsEM - — - ++ — —
Histopatologia e _ _ _ Tt _ _
inmunotincién
Aislamiento del
virus - + - +++ - -
(cultivo celular)
AGID + + + - - -
FAT + ++ — + - -
IPMA + + — ++ _ _
PCR ++ +++ ++ ++ — -
Deteccion de la respuesta inmunitaria
I-ELISA ++ +++ +++ ++ +++ +++
C-ELISA ++ +++ +++ ++ +++ +++

1 Se recomienda una combinacién de métodos de identificacion del agente en la misma muestra clinica.
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Propdsito
Demostrar . .
; Determinar Determinar el
ausencia de -
Método Demostrar . - Contribuir a ) la estado
, infeccion en . Confirmar . . o
ausencia de : las politicas prevalencia inmunitario en
. L animales casos -
infeccion en la Lo de Py de la animales o
- individuales S clinicos . Iy .
poblacion erradicacion infeccion — poblaciones tras
antes de los . h -
; vigilancia la vacunacioén
desplazamientos
IFA + + + - ++ ++
AGID + + + - + ++

Clave: +++ = método recomendado; ++ = método idéneo; + = puede utilizarse en algunas situaciones, pero el coste, la
fiabilidad y otros factores limitan mucho su aplicacién; — = no adecuado para este propoésito.
Aungue no todas las pruebas clasificadas como +++ 0 ++ han sido validadas formalmente, su uso sistematico y hecho de que
se hayan utilizado ampliamente sin resultados dudosos las hace aceptables.
nsEM = microscopia electrénica con tincién negativa; AGID = Inmunodifusién en gel de agar; FAT = inmunofluorescencia; IPMA
= inmunoperoxidasa en monocapa; PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; ELISA = enzimoinmunoandlisis (I = indirecto;
C = de competicion); IFA = inmunofluorescencia indirecta.

1. Identificaciéon del agente

En el caso de la forma clasica de la enfermedad, la identificacion del VMIX puede intentarse con muestras de
lesiones cutaneas (mixomas), de parpados, de la mucosa genital o de érganos internos (pulmones, higado, bazo,
rifidén, etc.). Los mixomas se extirpan con tijeras y se separan de la epidermis y de la dermis superficial. Las
muestras de tejido (tejidos nodular y cutaneo, partes de érganos y raspados de mucosa), se lavan con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) con antibiéticos, como se indica méas adelante, y se tritura o se homogeniza
por medios mecanicos a una dilucién 1 g de tejido/4.5-9,0 ml de PBS o de agua destilada estéril (dH20). Las
células se lisan con dos ciclos de congelacion-descongelacién, o por ultrasonicacion para liberar los viriones y los
antigenos viricos. Esta suspension se centrifuga a 1.500 g durante 5-10 minutos. El sobrenadante liquido es el
material utilizado en las pruebas.

En el caso de la forma respiratoria amixomatosa de la enfermedad, pueden utilizarse hisopos nasales y
conjuntivales para la identificacion del virus. Los hisopos se introducen en un tubo que contenga unos 0,3 ml de
dH-0 estéril y se dejan empapar durante 10—15 minutos; los posibles restos de muestra que queden en el hisopo
de algodédn se liberan directamente al dH,O con un palito aplicador de madera.

1.1. Microscopia electrénica

Puede aplicarse la microscopia electronica de tincion negativa (nSEM) a una porcion de lesion cutanea
(mixomas), o a muestras de parpados, mucosa genital o hisopos conjuntivales y nasales, asi como a
muestras de pulmon. Es una técnica sencilla (método de la gota) y rapida de realizar, y los resultados
se obtienen en 1 hora.

Se deposita una gota de la suspension de tejido en un vidrio de reloj, y encima de la gota se coloca
una cuadricula de cobre con malla de 200/400 recubierta de plastico/carbono, y se deja absorber
durante 10 minutos. El exceso de liquido se retira con papel absorbente y la cuadricula se deposita
sobre una gota de tincion durante unos 30 segundos. Para la tincion, puede utilizarse una solucién
acuosa al 2% de molibdato de amonio, pH 7,0, o acido fosfotlingstico al 2% (PTA), pH 7,0. El exceso
de liquido se retira con papel absorbente y la cuadricula esta lista para el examen al microscopio
electronico (ME). Si se observan particulas tipicas de poxvirus, el resultado es positivo, pero por este
método el VMIX no puede distinguirse del VFS.

1.2. Histopatologia

El examen histopatol6gico de lesiones cutdneas, fijadas en formalina tamponada al 10% e incluidas en
parafina, muestra que los grandes bultos de la piel principalmente se deben a una acumulacién de
material mucinico con destruccion de la estructura del tejido conjuntivo de la dermis, y no a una
intensa proliferacion celular (Marcato & Rosmini, 1986). La dermis y la epidermis resultan invadidas
por granulocitos y células reticuloendoteliales aumentadas de tamafio y en forma de estrella, con un
nucleo grande y citoplasma abundante, denominadas “células de mixoma”. Estas células destruyen el
endotelio de vasos pequefios causando extravasacion de eritrocitos; también se replican en el bazo y
en los ganglios linfaticos causando una pérdida completa de linfocitos tanto B como T. Tras la fase
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virémica, el virus se disemina por todo el organismo y causa lesiones genitales y viscerales,
principalmente congestivas y con dafios vasculares. En el pulmén, las lesiones son de intensidad
variable, y las lesiones epidérmicas caracteristicas también se observan en el epitelio bronquial
(Joubert, 1973). Las lesiones microscopicas pueden variar en funcién de la virulencia de las cepas y
del tipo de animales, es decir, segun si son conejos salvajes o de laboratorio (Best et al., 2000).

Los tejidos fijados también pueden tefiirse mediante inmunotincién empleando el método del complejo
avidina-biotina (ABC) peroxidasa. En primer lugar, los cortes se desparafinan en xileno y alcohol, se
aplica una tincién de contraste con hematoxilina durante 1 minuto y se enjuagan en agua de grifo. A
continuacion, se sumergen en un bafio de metanol que contenga un 3% de H,O, y se lavan en PBS
tres veces durante 5 minutos cada vez. Para reducir la interferencia del fondo causada por la unién de
anticuerpos inespecificos, las muestras se incuban con suero de conejo normal durante 1 hora a
temperatura ambiente antes de afiadir la biotina. Los portas se incuban durante toda una noche en
una camara humeda a temperatura ambiente con suero anti-VMIX biotinilado o anticuerpos
monoclonales (MAb), se lavan como antes y se incuban de nuevo durante 30 minutos a 37°C con una
ABC peroxidasa. A continuacion, se lavan tres veces. Se utiliza amino-etil-carbazol como sustrato. Por
ultimo, se lavan en agua de grifo y se montan.

1.3. Cultivo in-vitro — cultivo celular

El aislamiento del virus en cultivo celular se realiza utilizando cultivos primarios de células de rifién de
conejo (RK), o lineas celulares establecidas, como la RK-13 o la SIRC (cérnea de conejo del Statens
Serum Institut) o bien otras lineas celulares de mamifero, como Vero (rifion de mono verde africano) o
BGMK (rifidbn de mono verde y bufalo), en medio minimo esencial (MEM) que contenga un 2% de
suero de ternero, 300 unidades internacionales (Ul)/ ml de penicilina, 300 pg/ml de estreptomicina,
100 pg/ml de gentamicina, 50 Ul/ml de nistatina (micostatina) y 5 pg/ml de anfotericina (fungizona). El
inoculo es el sobrenadante de una lesion homogeneizada o una secrecidn éculo-respiratoria (incluido
el hisopo conjuntival preparado como se describe arriba) en medio MEM con un 2% se suero de
ternero y antibiéticos. El medio se elimina de la capa celular después de 2 horas. La capa celular se
lava con un pequefio volumen de medio y luego se rellena con medio de mantenimiento (MEM). Los
cultivos se incuban a 37°C en una atmoésfera con un 5% de COa.

El efecto citopatico (ECP) caracteristico de los poxvirus (Joubert, 1973) se desarrolla por lo general en
24-48 horas, pero con algunas cepas, segun su virulencia, se tarda hasta 7 dias en observar el ECP.
Dependiendo de la cepa del virus, los grupos de células con un citoplasma confluente forman sincitios
cuyo tamafio varia de 2 a 50, o incluso a 100, nudcleos juntos. Los ndcleos de algunas células
cambian, y la cromatina forma agrupaciones basdfilas que varian en namero y tamafio y dan al cultivo
un aspecto de piel de leopardo. Si se presentan inclusiones intracitoplasmicas eosindfilas, estas son
escasas. Las células afectadas se redondean, se contraen y se vuelven picnéticas. Se lisan y llegan a
despegarse del soporte de vidrio o de plastico. Mas tarde, todas las células estan afectadas y la
monocapa celular se despega por completo.

El VFS produce al principio masas voluminosas y bien definidas de células redondeadas, que se
multiplican y amontonan (Joubert, 1973). Por el borde, las células recién infectadas presentan
alteraciones nucleares bien definidas e inclusiones citoplasmicas eosindéfilas que son muy numerosas
en los primeros estadios. La capa celular resulta destruida al cabo de varios dias.

Ademas de la observacion del ECP, para confirmar el aislamiento del virus en cultivo celular pueden
utilizarse otros métodos, como la nsEM (véase el apartado B.1.1), la FAT (véase el apartado B.1.5.2),
la IPMA (véase el apartado B.1.5.4) y la PCR (véase el apartado B.1.6).

1.4. Cultivo in-vivo

1.4.1. Huevos embrionados

El VMIX y el VFS pueden cultivase en la membrana corioalantoidea de huevos de gallina
embrionados. Se inoculan por via corioalantoidea huevos de 11 dias de vida y se incuban a
35°C durante 3 dias. En caso de crecimiento virico, tras extraer y lavar la membrana se
observaran unas marcas especificas al microscopio.

1.4.2. Inoculacién en animales

La inoculacion intradérmica en conejos no se recomienda como herramienta de diagndstico.
Sin embargo, puede utilizarse si es necesario caracterizar la patogenicidad (el grado de
virulencia, y si se trata de una forma clasica o amixomatosa) o para distinguir entre el VFS y el
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VMIX. Los conejos deben ser de una raza doméstica, pesar unos 2 kg, no estar vacunados y
haber sido previamente analizados para comprobar que no tienen anticuerpos (Joubert, 1973).

El inéculo puede ser el liquido sobrenadante de una lesion homogeneizada (con antibiéticos) o
el producto de un cultivo celular. Se administran 0,1-0,2 ml por via intradérmica detras de la
oreja o en la region dorso-lumbar, que previamente se habran afeitado. El inéculo se puede
probar inyectando diluciones seriadas en tampén salino en un punto distinto para cada dilucion.
Aparecera una lesién primaria en dichos puntos a los 2-5 dias, seguida de conjuntivitis.
Empleando cinco puntos para cada dilucién se puede calcular la dosis infectiva 50% (Dlso). Si
el animal sobrevive, la enfermedad puede confirmarse seroldgicamente pasados 15 dias.

1.5. Deteccién de antigeno — técnicas de inmunomarcaje

1.5.1.

1.5.2.

1.5.4.

Inmunodifusion en gel de agar (AGID)

La inmunodifusién en gel de agar (IGDA) (Sobey et al., 1966) es una prueba cualitativa que
permite detectar antigenos y anticuerpos. Es simple y rapida de realizar — con resultados que
pueden obtenerse en 24 horas. Las placas de agar se preparan con agar Noble (0.6 g), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (2,5 g), cloruro sdédico (4,5 g), y agua destilada (500 ml) que
contenga tiomerosal (mertiolato) a una dilucién de 1/100.000. El antisuero estandar (véase
abajo 2.c.), y las muestras problema se colocan en pocillos opuestos de 6 mm de diametro y
separados 5 mm. Otra técnica consiste en depositar directamente un pequefio trozo de la
lesion en el agar, a 5 mm de un disco de papel de filtro impregnado con el antisuero. En
48 horas aparecen normalmente varias lineas de precipitacion, normalmente un maximo de
tres, que indican la presencia de los antigenos del virus causante del mixoma. En presencia de
reacciones heterdlogas con el VFS, solo se forma una linea.

Inmunofluorescencia (FAT)

Puede aplicarse una inmunotincién directamente a cortes de tejido crioprotegidos y fijados en
metanol, incubandolos durante 1 hora con suero de anticuerpos anti-VMIX conjugados a
fluoresceina o con MAb. Se puede detectar fluorescencia especifica en las lesiones cutaneas,
en los péarpados, en los pulmones, en el bazo, en el higado, en el rifion o en la mucosa genital.
Se ha descrito una prueba FAT in-vivo sobre improntas de células de cornea, parpado y
conjuntivales (FAT-ET) (Cancellotti et al., 1986). La DIF-ET se lleva a cabo con un porta de
vidrio que se aplica ejerciendo una suave presion contra la superficie del ojo. De esta forma, se
adhieren células de la cornea, el parpado y la conjuntiva al vidrio y pueden tefiirse y
observarse.

1.5.3. Inmunofluorescencia indirecta (IFA)

Las pruebas de inmunofluorescencia indirecta (IFA) se pueden aplicar a los cultivos a partir de
las 24 horas. La IFA revela la multiplicaciéon intracitoplasmica del virus, pero no permite
distinguir entre el VMIX y el VFS. La inoculacion de células de embrién de pollo (tripsinizadas a
los 11 dias de incubacion del huevo) no origina ECP, pero resulta Util para detectar los
antigenos viricos mediante IFA.

Prueba de la inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA)

Esta prueba se puede utilizar para identificar células infectadas por el VMIX. Se siembran
células RK-13 en una placa de 6 pocillos (véase el apartado 2.1.1.ii). Cuando estan listas, se
inoculan las muestras, una por pocillo, y la placa se incuba como se describe en el apartado
B.2.3.1. Se fijan las células con una solucién de acetona fria al 80% durante 5—-10 minutos, y a
continuacion se secan al aire. Las células se incuban con PBS con un 0,3% de H,O, durante
10 minutos a temperatura ambiente para extinguir la peroxidasa enddgena. Se lavan en PBS
dos veces durante 5 minutos cada vez. Se incuban 1 hora a 37 °C con suero inmune anti-VMIX
generado en conejo y previamente titulado o MAb especificos en PBS que contenga un 1% de
BSA. Se lavan en PBS tres veces durante 5 minutos cada vez. Se incuban 1 hora a 37 °C con
una soluciéon de IgG anti IgG de conejo (0 de ratén) conjugada a peroxidasa de rabano
previamente titulada. Se lavan en PBS cuatro veces durante 5 minutos cada vez. Se tifien con
solucién de diaminobencidina (DAB) (DAB al 0,05%, Tris/HCI 50 mM, pH 7,4, 0,01% de H-»O,
(acabado de preparar) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavan con agua del grifo
durante 3 minutos. Las células infectadas son claramente visibles en un microscopio invertido;
son células que se tifien de marrén.
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1.6. Métodos moleculares — deteccion de acido nucleico

Para amplificar fragmentos gendémicos del VMIX puede utilizarse la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Cavadini et al., 2010) o la PCR en tiempo real (Albini et al., 2012; Belsham et al.,
2010; Duarte et al., 2013) a partir de material de diagnostico, como mixomas palpebrales, 6éticos y
nasales, costras y/o lesiones pulmonares, asi como hisopos nasales y conjuntivales o semen.

Para detectar cepas vacunales, también pueden utilizarse la PCR y la PCR-RFLP (polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion) (cepa Borghi y cepa SG33) (Camus-Bouclainville et al.,
2011; Cavadini et al., 2010).

La purificacién del ADN total es un requisito para lograr una sensibilidad 6ptima. Se comercializan
distintos métodos de purificacion, adecuados para la prueba. Deben aplicarse precauciones
especiales durante todos los pasos para minimizar el riesgo de contaminacion.

Los procedimientos aqui descritos en detalle son modificaciones de los propuestos por Cavadini et al.
(2010). La PCR consiste en tres procedimientos sucesivos: (1) extraccion de ADN de las muestras
problema y control, seguida de (2) amplificaciéon por PCR, y (3) deteccién de los productos de la PCR
mediante electroforesis en gel de agarosa.

1.6.1. Extraccion de ADN del virus

i)  Se homogeneiza ~1 g de muestra (mixomas palpebrales, oticos y nasales, costras y/o
lesiones pulmonares) en 9 ml de PBS 1X con un homogeneizador manual o eléctrico,
durante 15 minutos a 4°C a baja velocidad, ~2000 g.

ii) Se afiaden 100 pl de sobrenadante a 100 pl de tampén de lisis (Tris/HCI 50 mM, pH 8,
Na; EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, dodecilsulfato de sodio [SDS] al 0.5%) méas 12 pl de
proteinasa K (reserva de 20 mg/ml, concentracion final de 1,2 mg/ml) y se incuba 2 horas
a 45°C (modificado por Stuart, 2004).

iii) Para inactivar la proteinasa K, el homogenado se desnaturaliza durante 10 minutos a
94°C y se centrifuga a 12.000 g durante 1 minuto.

iv) El sobrenadante resultante se transfiere a un tubo nuevo y se afiade un volumen igual de
fenol:cloroformo:isoamil (25:24:1); la mezcla se somete al vortex, se centrifuga durante
10 minutos a 12.000 g y la fase superior se transfiere a un tubo nuevo.

v) Para precipitar el ADN, se afiaden 0,1 volumenes de acetato de sodio 3M (pH 5,2) y dos
volumenes de etanol absoluto y la mezcla se incuba a —20°C toda una noche o durante
menos tiempo a —80°C (por ejemplo, 20—30 minutos).

vi) Se recupera el ADN precipitado por centrifugaciéon a 12.000 g durante 5-15 minutos a
4°C.

vii) Se retira el etanol con cuidado y se lava el precipitado con 1 ml de etanol al 70% (v/v).

viii) El ADN secado puede volver a suspenderse en 1 ml de tampén TE (Tris/Cl 10 mM,
pH 7,5, EDTA 1 mM) y se guarda a 4°C en las posteriores manipulaciones o a —20°C si el
almacenamiento va a ser largo.

ix) En cada sesion deben afiadirse un control negativo (100 pl de PBS) y uno positivo (100 pl
de homogenado procedente de un conejo positivo).
1.6.2. Amplificacion por PCR y deteccién del virus Myxoma en gel de agarosa
i) El ADN extraido se amplifica mediante PCR empleando lo siguientes cebadores:
MO71-F: 5-ACC-CGC-CAA-GAA-CCA-CAG-TAG-T-3' (67,229nt -67,250nt)

MO071-R: 5-TAA-CGC-GAG-GAA-TAT-CCT-GTA-CCA-3’ (67,700nt -67,677nt) (Cavadini
et al., 2010).

i)  La amplificacion por PCR se lleva a cabo en 5 pl y el procedimiento y las condiciones se
resumen en las Tablas 2y 3.

iii) En cada reaccion de PCR deben afiadirse un control negativo (agua sin DNasa) y un
control positivo (5-10 ng de ADN previamente extraido y analizado procedente de un
conejo positivo).
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Tabla 2. Reactivos para la PCR

Reactivos Concentracion final Volumenes
ADN 5-10 ng
Tampon 5x 1x 5ul
Cebador-F (20 pmol/pl) 0,4 pmol/pl 0,5 ul
Cebador-R (20 pmol/ul) 0,4 pmol/pl 0,5 ul
dNTP (cada una a una concentracién de 2,5 mM) 0,2 mM 2l
BSA (1 mg/ml) 0,1 mg/ml 2,5l
Taq 5U/ul 0,04 U/l 0,2 ul
H.O sin DNasa XX?
Volumen final 25 ul

Tabla 3. Perfil térmico de la PCR

Pasos Temperatura Tiempo (I:\:;%Z
Desnaturalizacion 95°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos

Hibridacion 60°C 30 segundos 40
Extension 72°C 40 segundos
Extension 72°C 7 minutes

4°C 0

iv) Al final de la amplificacién, se analizan 10 pl de la mezcla de reaccion para la PCR en gel
de agarosa al 2%; el resultado positivo es la presencia de una banda de 471 pb
correspondiente a una parte del gen MO71L diana en el control positivo. Si en el producto
control negativo aparece banda, significard que durante el ajuste de la PCR se ha
producido una contaminacion cruzada y que la prueba debe repetirse.

1.6.3. Amplificacién por PCR y deteccién de las cepas vacunales Borghi y SG33
i) Para identificar cepas vacunales mediante PCR, se utilizan el siguiente par de cebadores:
VAX-F: 5’-ACA-AGA-ATA-TAC-TAA-AGA-ATA-CCA-CG-3’ (138,997nt-139,021nt)

Borghi-R: 5-TAG-CGC-GCA-TGG-CGA-CCC-TTG-GT-3’ (139,398nt-139,420nt)
especifico de la cepa vacunal Borghi (tamafio del amplicon de 405 pb) y

VAX-F: 5’-ACA-AGA-ATA-TAC-TAA-AGA-ATA-CCA-CG-3’ (138,997nt-139,021nt)
SG33-R: 5-GAC-GTG-CAT-GGC-GAC-CCT-TTT-TGC-GTG-T-3’(139,398nt-139,419nt)

especifico de la cepa vacunal SG33 (tamafio del amplicon de 409 pb) (Cavadini et al.,
2010).

i)  La amplificacién y el analisis por PCR se ajustan como se ha descrito anteriormente, con
la diferencia de que la temperatura del paso de la hibridacién es de 56°C.

2. Pruebas seroldgicas

La infeccion de conejos con cepas del VMIX induce una respuesta inmunitaria fuerte y adaptativa que consiste
en la produccién de anticuerpos de tipo IgM e IgG (Kerr, 1997). Es algo que también ocurre en los casos de
vacunacion con vacuna viva o de infeccién por cepas del VMIX levemente patégenas, aunque los titulos de
anticuerpos en estos casos son mas bajos que los que inducen las cepas altamente patdégenas. La IgM aparece

2 El volumen de H,O depende del volumen de ADN que se haya utilizado en la reaccion.
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5-6 dias post-infeccién y suele persistir 30-40 dias, mientras que el pico de la IgG tiene lugar a los 20-30 dias, y
esta inmunoglobulina se sigue detectando durante al menos 2 afios en conejos infectados de forma natural. En
cuanto al valor del titulo de la dosis, pueden hallarse anticuerpos IgG contra el VMIX en conejos de corta edad
hasta aproximadamente los 2 meses de edad. Como consecuencia, la serologia para el VMIX es muy (til para la
mayoria de propdsitos indicados en la Tabla 1. No obstante, es importante tener en cuenta que la proteccién de
los conejos frente a la mixomatosis depende mas de la respuesta inmunitaria celular que de la humoral. Por ello,
los titulos de anticuerpos anti-VMIX no constituyen un indicador directo del nivel de proteccién frente a la
enfermedad. Por (ltimo, teniendo en cuenta el bajisimo grado de variacion genética de las proteinas
inmunodominantes del VMIX (es decir, la proteina inmunodominante de la envoltura — IMV — M0O71L), no pueden
utilizarse pruebas serolégicas para tipificar las distintas cepas naturales del VMIX.

Se han utilizado muchos métodos para detectar anticuerpos anti-VMIX en el suero, desde la inmunodifusién en
gel de agar tradicional hasta los enzimoinmunoanalisis (ELISA) més recientes. Hasta ahora, los ELISA son la
prueba preferida, por su simplicidad, rapidez, bajo coste y la alta sensibilidad y especificidad. La prueba de la
fijacion del complemento (CF) ya no se recomienda, debido a su baja sensibilidad (Gelfi et al., 1999).

2.1. Enzimoinmunoanalisis indirecto (I-ELISA)

Se han desarrollado utilizado como pruebas seroldgicas para el VMIX dos ELISA indirectos (I-ELISA)
muy similares, con el antigeno directamente depositado sobre la fase sélida. Los resultados del I-
ELISA-1, descrito por Kerr (1997), se han comparado con los obtenidos en la prueba de
neutralizacion, mientras que los obtenidos en el I-ELISA-2, desarrollado por Gelfi et al. (1999), se han
comparado con la prueba de la inmunofluorescencia indirecta (IFA) y con la CF. Ambos ELISA han
dado rendimientos similares, siempre mejores que los de otros métodos serolégicos.

2.1.1. I-ELISA-1 (Kerr, 1997)
i) Preparacion del antigeno

a) La cepa Lausanne (LU), aislada en Brasil en 1949, se considera de facto la cepa de
VMIX de referencia a nivel internacional (codigo ATCC VR-115). Como alternativa,
teniendo en cuenta el alto grado de estabilidad antigénica del VMIX, puede utilizarse
una cepa altamente virulenta regional como referencia de laboratorio del VMIX. Este
virus debe adaptarse al crecimiento in vitro para obtener reservas con titulos altos en
48-72 horas de incubacion.

b) Las reservas del virus se cultivan en células RK-13 o SIRC en MEM suplementado
con un 10% de suero de ternero, 200 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina. La prueba de la formacién de focos puede aplicarse para la titulacion
virica, como se describe abajo. Las reseras de virus se dividen en alicuotas y se
almacenan congeladas a —80°C.

c) Se cultivan viriones en células RK-13 o SIRC en frascos de cultivo tisular de 180 cm?

empleando una multiplicidad de infecciéon (moi) de 0,02-0,05 (alrededor de 1 virion
infeccioso por cada 20-50 células cultivadas). Se infectan 6-12 frascos por cada
preparacién dejando crecer el virus hasta que se observa un ECP uniforme.

d) Se lavan las monocapas celulares dos veces con PBS, pH 7,2, se raspan las células
del frasco y se precipitan por centrifugacion (800 g durante 10 minutos a 4°C).

e) Se vuelven a suspender los precipitados en 5 ml de PBS fria y se sonican para
liberar el virus intracelular. Se digiere la suspensién con DNasal (25 pg/ml) y RNasa
A (50 pg/ml) a 37°C durante 30 minutos con agitacion frecuente.

f)  Se precipitan los viriones mediante centrifugacion (250.000 g, 20 minutos a 4°C)
formando un gradiente discontinuo mediante el recubrimiento con un 10% de
dextrano T10 y el mismo volumen de sacarosa al 36%, ambas soluciones en
Tris/HCI 10 mM, pH 8,0, y EDTA 1 mM.

g) Se vuelve a suspender el precipitado en PBS fria en el volumen original y se repite el
paso de precipitacion anterior. A continuacion, se vuelve a suspender el precipitado
en 0.5-1,0 ml de PBS fria, se generan alicuotas y se guardan congeladas a —20°C
como reserva de antigeno.

h) Para establecer la dilucion a la cual utilizar el antigeno en el ELISA, se titula el
antigeno reserva contra un suero de referencia positivo hasta producir una densidad
Optica (OD) de 1,0 a una diluciéon sérica de 1/100. Este paso se lleva a cabo
empleando el protocolo de ELISA indicado abajo.
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i)

ii)

iv)

Cuantificacién de MYXV mediante la prueba de formacion de focos (Smallwood et al.,
2010)

a)

b)

c)

d)

e)

f)

)

h)

k)

Se siembra una placa de cultivo tisular de seis pocillos con 1/5 del contenido de un
frasco de cultivo tisular de 75 cm? casi confluente (unas 2-4 10° células) de células
CV-1 (fibroblasto de rifion de mono verde africano) o bien células RK-13.

Se mezclan las células con MEM completo hasta un volumen final de 12 ml para
sembrar cada uno de los seis pocillos. Se pipetean 2 ml en cada pocillo de la placa.

Se incuban a 37°C en una atmoésfera de CO,. Cuando las células presentan una
confluencia del 80-90% (normalmente en 20—-28 horas), se procede a la infeccion.

Antes de la infeccién, se comprueba si la preparacion virica presenta grumos. Si hay
grumos, o se sospecha que los hay, se sonica la solucién con un solo ciclo de 10—
15 segundos. Durante la sonicacion, se mantiene el tubo en hielo.

Se realizan diluciones decimales seriadas de virus en MEM completo empezando en
107%a 107 Se eliminan los medios de la placa de seis pocillos y se afiaden 0,5 ml
de cada dilucién a un solo pacillo.

Se incuba la placa a 37°C en una atmoésfera de CO- para obtener la adsorcion del
virus a las células. Si no se dispone de una mecedora de plataforma dentro de la
incubadora, cada 10 minutos debe mecerse suavemente la placa para redistribuir el
liquido.

Pasada 1 hora, se afiaden 1,5 ml de MEM completo a cada pocillo. Se incuba 2—
5 dias a 37°C en una atmdsfera de CO,.

Se aspiran los medios de los pocillos. Se afiaden 0,4-0,5 ml de solucién de cristal
violeta (cristal violeta al 0,1% [p/v] disuelto en etanol al 20%) a cada pocillo,
aplicandolo suavemente a lo largo del lateral de los pocillo para no eliminar células.

Se mece suavemente y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. Se aspira
la tincion y se invierte la placa para secar los pocillos.

En un microscopio invertido, se cuentan los focos de los pocillos que tienen < 100 (lo
cual debe ser posible en al menos dos pocillos consecutivos).

Se calcula el titulo (UFF [unidades formadoras de focos])/ml): titulo = nimero de
focos x dilucién x 2.

Produccién de sueros estandar de referencia de laboratorio

Se utilizan conejos adultos (de 2—3 meses de edad) no vacunados contra la mixomatosis
y procedentes de una explotacion libre de mixomatosis.

a)

b)

Sueros control positivos estdndar: se vacunan contra la mixomatosis 3-5 conejos.
Pasados 30 dias, a estos conejos se les inocula una cepa virulenta de la
mixomatosis (preferiblemente debe utilizarse la misma cepa que la que se usé para
preparar el antigeno). Si se conoce el titulo virico, se inoculan 100-200 unidades
formadoras de placa (UFP) en 0,1 ml por via intradérmica. El dia 30 post-
inoculacion, se sacrifican los conejos, se obtienen muestras de sangre y se
producen los sueros siguiendo el protocolo estandar.

Sueros control negativos estandar: se sacrifican 3-5 conejos, se obtienen muestras
de sangre y se producen los sueros siguiendo el protocolo estandar.

Los sueros se almacenan en alicuotas a —20°C.

Protocolo del ELISA

Se utiliza una placa de ELISA de alta capacidad de fijacién.

a)

b)

c)

Se recubre la placa (50 pl en PBS, pH 7,2) con el antigeno a la dilucion
predeterminada (véase arriba) y se incuba 2 horas a 37°C.

Se lava la placa con leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en PBS (leche/PBS). Se
bloquea la placa con leche/PBS toda una noche a 4°C.

Se distribuyen los sueros en la placa

10
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d)
e)

f)

9)
h)

o Identificacidon de sueros negativos y positivos: Se diluyen a 1/100 los sueros
estandar y problema en leche/PBS y se afiaden 50 pl por pocillo. Se dejan dos
pocillos como blanco (es decir, se pipetean 50 ul solo de leche/PBS).

U Determinacion del titulo del suero: Todos los seros se diluyen a la mitad
empezando en una dilucion a 1/100 directamente en la placa de ELISA
empleando una pipeta multicanal. Se dejan dos pocillos como blanco (es decir,
se pipetean 50 pl solo de leche/PBS).

Se incuba la placa 2 horas a 37°C.

Se lava tres veces con PBS y Tween 20 al 0,05% (PBS/Tween).

Se afiade anticuerpo anti-lg de conejo conjugado a peroxidasa de rabano a la
dilucion indicada por el proveedor, en PBS/leche. Se incuba durante 30 minutos a
37°C.

Se lava la placa seis veces con PBS/Tween.

Se afiaden 100 pl de sustrato (ABTS: 2,2-acino-bis 3-etilbenzotiazolina sulfonato) a
1 mg/ml mas perdxido de hidrogeno al 0,06 %, en tampodn citrato-fosfato 0,1 M a
pH 4,0).

Se incuba a temperatura ambiente y se lee la absorbancia a 405 nm empleando un
espectrofotdmetro lector de microplaca de ELISA.

v) Interpretacion de los resultados

Antes de analizar los resultados del ELISA, se resta el valor medio de OD de los dos
pocillos blanco al valor de OD de todos los sueros incluidos en la placa. Después de
realizar esta resta, el valor de OD del suero control negativo debe ser inferior a 0,1 OD.

a)

b)

<)

Un suero se clasifica como negativo cuando da un valor de OD igual o inferior al de
los sueros control negativos mas 0,1 OD.

Un suero se clasifica como positivo cuando da un valor de OD superior al valor de
OD del suero negativo mas 0,25 OD.

Un suero con OD superior al valor de corte que define un resultado negativo, pero
inferior al valor de corte que define un resultado positivo, se considera ambiguo o
dudoso.

En el caso de la titulacién de sueros positivos a punto final, el titulo corresponde a la
Ultima dilucién con un valor de OD todavia positivo, que es una OD igual a la de los
sueros control negativos a la dilucién de 1/100 (a la cual siempre se habré restado el valor
de fondo) mas 0,1 OD.

2.1.2. I-ELISA-2 (Gelfi et al., 1999)

i) Preparacion del antigeno

Este paso es muy similar al del I-ELISA-1 pero con las siguientes pequefias diferencias.

a)

b)

c)

d)

e)

Las células RK-13 se cultivas en medio MEM suplementado con un 2% de suero de
ternero.

Las células infectadas se raspan, precipitan con una centrifugacion a baja velocidad
y se lavan una vez en Tris 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, pH 8,6 (TL20).

Las células se suspenden en TL20, se dejan sobre hielo durante 90 minutos (o toda
una noche) y se homogeneizan en un homogeneizador Dounce.

Tras la clarificaciéon del homogenado a 1.200 g durante 10 minutos a 4°C, se
deposita una capa de 7-9 ml de sobrenadante sobre 2 ml de una base de sacarosa
al 36% en TL20, y se ultracentrifuga a 200.000 g durante 2 horas.

El precipitado se vuelve a suspender en tampén TL20 a razén de unos 0,5 ml en
cada tubo. Se determina la concentracién de proteina empleando un método
colorimétrico (es decir, el método de Bradford o de BCA).

i)  Produccion de sueros estandar de referencia de laboratorio

Este paso es idéntico al descrito para el I-ELISA-1
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iif)  Método del I-ELISA

Se utiliza una placa de ELISA de alta capacidad de fijacion.

a) Se recubre la placa con una dilucion de 1 pug/ml de antigeno en PBS, pH 7,6, y se
incuba toda una noche a 37°C.

b) Se lava la placa tres veces con PBS y se bloquea por incubacion en 15 mg/ml de
gelatina en PBS durante 1 hora a 37°C.

c) Se lava la placa tres veces en PBS/Tween 20 al 0,1%. Se preparan diluciones
seriadas a la mitad de los sueros en PBS/Tween empezando con la dilucién de 1/50.
Entre los sueros deben incluirse los controles negativo y positivo. Se dejan dos
pocillos solo con PBS en lugar de los sueros. Se incuba la placa durante 1 hora a
37°C.

d) Se lava la placa tres veces en PBS/Tween. Se afiade una solucion en PBS/Tween
de IgG de cabra anti IgG de conejo conjugada a fosfatasa alcalina, a la dilucion
indicada por el proveedor. Se incuba la placa durante 1 hora a 37°C.

e) Selava la placa cuatro veces con PBS-Tween. Se afiade p-nitrofenolfosfato disédico
a una concentracion de 1 mg/ml en dietanolamina al 10%. Se guarda la placa a
temperatura ambiente en la oscuridad durante 12 minutos y a continuacion se
detiene la reaccion afiadiendo NaOH 2N. Se leen los valores de absorbancia a
405 nm empleando un espectrofotémetro lector de microplaca de ELISA.

iv) Interpretacion de los resultados

Se utiliza el valor de OD de los sueros control negativos como referencia para interpretar
de los resultados. Este valor debe ser equivalente al valor medio de OD de los pocillos
que contienen solo PBS. Los resultados se expresan como negativo 0 positivo a una
dilucién de suero especifica. El titulo de la muestra de suero se expresa como la inversa
de la dilucion més alta a la cual el valor de OD es més de tres veces la absorbancia del
suero control negativo. Las muestras de suero se consideran positivas a partir de 1/100.

2.1.3. Comentarios y sugerencias sobre el uso de los I-ELISA

Aunque hasta aqui se ha ofrecido informacién bastante detallada sobre los métodos, cada
laboratorio debe estandarizarlos y validarlos en relacion a las condiciones del lugar, y teniendo
en cuenta la epidemiologia de la enfermedad su zona. Ademas, el conjugado enzima-lg de
conejo a enzima es uno de los reactivos mas criticos en cuanto a especificidad y sensibilidad
de la reaccién. Teniendo en cuenta que el rendimiento técnico del conjugado enzima-Ig puede
variar en funcion de la empresa que lo suministre o del lote al cual pertenezca, serd necesaria
una nueva estandarizacion parcial en cada caso. Tal vez también se pueda mejorar la
produccién de antigeno (es decir, titulos mas altos y mayor grado de purificacién) utilizando
métodos bien descritos (Smallwood et al., 2010).

Aunque no se especifica en los métodos descritos arriba, los procedimientos de laboratorio
también podrian incluir los siguientes pasos:

i) Tras el paso de recubrimiento, las placas se guardan a —20°C en bolsas de plastico
durante al menos 3 semanas.

i) Para reducir o, mejor, evitar la congelacion y descongelacion del antigeno, se afade
glicerol al 50% a la preparacion de antigeno que se vaya a almacenar a —20°C en estado
liquido.

2.2. ELISA de competicién (C-ELISA para el VMIX)

En el Laboratorio de Referencia de la OIE para la mixomatosis, las pruebas seroldgicas por rutina se
llevan a cabo con un ELISA de competicion (C-ELISA), en el cual se utiliza un MAb (1E5) que
reconoce especificamente la proteina inmunodominante de la envoltura del VMIX (IMV — marco
abierto de lectura MO71L). Las principales caracteristicas de este C-ELISA son las siguientes:

i) la deteccion de todas las clases de inmunoglobulina anti-VMIX presentes en el suero,

i)  mayor especificidad que el I-ELISA,

iii) la especificidad aumenta ain mas utilizando MAb 1E5 anti proteina IMV.

12
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El Laboratorio de Referencia de la OIE puede suministrar los principales reactivos del C-ELISA para el
VMIX en un formato de kit que incluye instrucciones detalladas sobre los métodos y la interpretacién
de los resultados.

2.3. Preparacion de reactivos estandar para IGDA e IFA

.

2.3.1. Preparacién del antigeno

El antigeno se produce a partir de cultivos celulares empleando la linea celular RK-13, como se
describe arriba (apartado B.2.1.1.i)). La monocapa se recoge unas 48 horas después de la
infeccion, cuando las células muestran con claridad un ECP (80%), y se centrifuga (1.000 g).
Se retiene el liquido sobrenadante. Las células infectadas se congelan y descongelan tres
veces para liberar virus adicionales y la suspension virica se clarifica a 1.000g. El
sobrenadante recién recogido se afiade al sobrenadante original. El sobrenadante final es el
antigeno y se guarda a —20°C o —70°C (para conservacion mas duradera). Se titula en cultivos
celulares antes de su utilizacion.

2.3.2. Produccion de sueros estandar de referencia de laboratorio

Este paso es idéntico al que se describe para el I-ELISA (apartado B.2.1)
2.4. Prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFA)

La prueba IFI (Gilbert et al., 1989) se realiza utilizando cultivos de células RK-13 en pocillos de fondo
redondeado de placas de microtitulacion:

2.4.1. Procedimiento analitico

i)  Se distribuye en todos los pocillos una suspensién celular, de 4 x 10* células diluidas en
medio, y en 24 horas se forma una monocapa celular confluente.

i)  Se elimina el medio y se afladen a cada pocillo 100 pl de suspension de virus (con una
multiplicidad de infeccion de 0,05).

iii) Después de 2 horas, se afiaden 100 pl de medio esencial minimo (MEM) que contenga
2% de suero de ternero.

iv) Después de incubar 48 horas, se lavan las placas con PBS y se fijan con acetona que
contenga etanol al 50% durante 30 minutos a —20°C o paraformaldehido (4% en PBS) a
temperatura ambiente.

v)  Luego se secan las placas a 37°C durante 15 minutos. Las placas se pueden guardar a
—30°C 0 —70°C durante 3 meses.

vi) Los sueros se analizan por IFA utilizando anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a
isotiocianato de fluoresceina.

vii) Los resultados de la prueba pueden ser cualitativos con sueros diluidos 1/20, o
cuantitativos con diluciones seriadas de suero.

2.5. Prueba de inmunodifusién en gel de agar

El agar se prepara como se ha descrito anteriormente (apartado B.1.5.1) empleando 6 ml por cada
10 cm de placa de Petri.

2.5.1. Procedimiento analitico

i) Sobre la superficie del agar se colocan tiras de papel de filtro que contienen el antigeno
estandar y el antisuero, y los discos que contienen el suero problema (los discos entre las
tiras).

i) Las placas se incuban con atmdsfera himeda a 37°C y se leen a las 24-48 horas.

iii) Deben aparecer tres lineas de precipitacion. Si el suero problema contiene anticuerpos
especificos frente al VMIX, por lo menos una de las tres lineas se curva hacia la banda de
antigeno; en caso contrario, permanece recta. Si el suero contiene antigeno contra el
VMIX, al menos una de las lineas se curva hacia la tira del suero estandar. También se
puede realizar la prueba de una manera mas convencional utilizando reactivos liquidos en
pocillos cortados en el agar.
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C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

1. Antecedentes

Para vacunar contra la mixomatosis se han desarrollado dos tipos de vacunas vivas: vacunas heter6logas
preparadas a partir del virus del fioroma de Shope (VFS) (Fenner & Woodroofe, 1954; Shope, 1932), y una
vacuna homologa preparada a partir de cepas atenuadas del VMIX (Arguello Villares, 1986; Gorski & Mizak,
1985; Saurat et al.,, 1978; Tozzini & Mani, 1975; Von Der Ahe et al.,, 1981). Ambas se administran por via
subcutanea o intradérmica. Cada tipo de vacuna tiene sus ventajas y sus inconvenientes. Las vacunas
preparadas con VFS pueden considerarse menos inmundgenas. Las vacunas vivas atenuadas contra el VMIX
son mas inmundégenas y confieren una proteccién mas duradera, es decir, de unos 4-6 meses. No obstante,
pueden ser inmunosupresoras, sobre todo en conejos de corta edad (Fenner & Woodroofe, 1954; McKercher &
Saito, 1964).

Se ha desarrollado una cepa recombinante del VMIX viva atenuada que expresa la proteina de la cépsida del
virus de la enfermedad hemorragica del conejo (VEHC) y que confiere proteccion doble contra la mixomatosis y
el VEHC (Bertagnoli et al., 1996) que se estda comercializando en Europa (Spibey et al., 2012). Una cepa de
campo atenuada de MYXV de Espafia (cepa 6918) se ha disefiado y probado de manera similar en estudios de
campo y de laboratorio como una vacuna contra la mixomatosis y el VHDR para conejos salvajes (Angulo y
Barcena, 2007).

Las directrices para la produccion de vacunas veterinarias se indican en el capitulo 1.1.8 Principios de
produccién de vacunas veterinarias. Las normas dadas aqui y en el capitulo 1.1.8 son de caracter general y
pueden suplementarse con requisitos nacionales y regionales.

2. Descripcion de la produccién y requisitos minimos para las vacunas
2.1. Caracteristicas del inéculo

2.1.1. Caracteristicas bioldgicas del inéculo primario

Se debe establecer un inéculo primario de virus (MSV) y utilizarlo de acuerdo con un sistema
de lotes de in6culo. Se debe mantener un registro de su origen, historial de pases y
caracteristicas.

Los virus empleados para las vacunas son cepas atenuadas del VFS o del VMIX.

i)  Vacuna heterdloga con virus del fibroma de Shope

Las cepas del VFS son, en general, la cepa OA original de Shope (1932), la cepa de
Boerlage, la variante IA, u otras cepas estrechamente relacionadas. Las caracteristicas
antigénicas especificas de las cepas del VFS se verifican mediante AGID empleando
sueros monoespecificos contra el VFS y el VMIX.

Las cepas VFS se mantienen por pases en conejos libres de patégenos especificos (SPF)
0 en conejos no vacunados de poblaciones de las que se sabe que estan libres de
mixomatosis (negativas en pruebas serolégicas). Se afeita la piel del dorso de conejos
adultos sanos y se inocula en varios sitios con una suspensiéon de material virulento al 1%.
Los fiboromas estan totalmente desarrollados a los 8-10 dias, los conejos se sacrifican y
los tumores se extraen asépticamente y se homogeneizan con agua destilada. La
suspension se guarda a —30°C o —70°C en glicerol al 50% tamponado, o0 como una
dilucion proteica al 5% (albimina bovina). También es posible la produccién VFS en
lineas celulares dérmicas de conejo.

ii)  Vacuna viva atenuada homologa contra la mixomatosis

Las cepas del VMIX son cepas naturales atenuadas por pases seriados en huevos de
gallina embrionados, células de rifion de conejo a temperaturas decrecientes, o células de
embrion de pollo. Las cepas suelen ser el resultado de haber sido clonadas varias veces.
A partir de una preparacion de vacuna comercial se han obtenido distintas cepas
atenuadas (MSD, SG33, Borghi, BT 84, MAV, Leon 162, Poxlap, Pisa, etc.).

La identidad del VMIX se confirma con la prueba de la neutralizacién, FAT o IPMA en
células RK-13 u otras lineas celulares adecuadas, empleando un antisuero
monoespecifico (producido por vacunacion de conejos con la cepa virica vacunal
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especifica). EI VMIX también puede identificarse con métodos moleculares (es decir, PCR
empleando cebadores especificos). De esta forma, también es posible caracterizar mejor
las propiedades gendémicas de la cepa virica atenuada.

El VMIX se puede cultivar en cultivo de células de embrion de pollo obtenidas de
parvadas libres de patdgenos especificos, o bien en lineas celulares adecuadas (linea
celular de dermis de conejo) y en células RK-13.

iii) Cepa recombinante viva atenuada del VMIX que expresa el VEHC

La vacuna se construye a partir de una cepa atenuada de laboratorio de virus de mixoma
y el gen de la proteina de la capsida de una cepa del VEHC (Bertagnoli et al., 1996;
Spibey et al., 2012). Se utilizan métodos de laboratorio estandar para vacuna viva
atenuada contra el VMIX y se inserta el gen de la capsida del VEHC en el locus
MGF/M11L del gen del virus Myxoma. El material de la vacuna se prepara en células de
rifién de conejo (RK-13).

2.1.2. Criterios de calidad (esterilidad, pureza, ausencia de agentes extrafios)

El in6culo primario debe estar libre de contaminaciéon bacteriana, fangica, micoplasmica y
virica. La pureza viene determinada por pruebas de gran variedad de contaminantes, es decir,
virus extrafios, bacterias, micoplasmas y hongos. Las pruebas de esterilidad y de ausencia de
contaminacion de los materiales biol6gicos deben realizarse de acuerdo con lo descrito en el
Capitulo 1.1.4.

En particular, las pruebas de virus contaminantes se realizan inoculando una monocapa
confluente de células Vero. La vacuna, ajustada al equivalente de 20 dosis/ml, se neutraliza
con un volumen igual de suero hiperinmune monoespecifico durante 30 minutos a 37°C. La
mezcla se filtra a través de un filtro de membrana de 0,22 um, y se inoculan volimenes de 1 ml
a 5 frascos de cultivo celular de 25 ml, que se mantienen en observacion durante 7 dias. Tras
la recoleccion, las células se suspenden en medio y se someten a varios ciclos de congelacion-
descongelacion, seguidos de una centrifugacion y filtracion, y el material se inocula en cultivos
frescos y se observa durante 7 dias. No debe haber indicios de ECP, y para excluir la
presencia de VEHC, tampoco debe haber hemaglutinacion de eritrocitos O humanos.

2.1.3. Validacién como cepa vacunal

La prueba se lleva a cabo con cada via de administracion indicada. Se utilizan al menos
10 conejos, de la edad minima recomendada para la vacunacion y negativos a la mixomatosis
segun pruebas serolégicas. Se administra, por una de las vias recomendadas, una cantidad de
virus correspondiente a como minimo 10 veces el titulo maximo esperable en una dosis de
vacuna. Se observa a los conejos durante 28 dias. Se registra la temperatura corporal el dia
previo a la vacunacion, en el momento de la vacunacion, 4 horas después de la vacunacion vy,
a continuacion, a diario durante 4 dias; se anota el aumento maximo de temperatura de cada
animal. No se producen reacciones locales ni sistémicas anémalas; el aumento medio de la
temperatura no es superior a 1 °C y ningdn animal presenta un aumento superior a 2°C. Puede
producirse una reaccion local que dure menos de 28 dias.

Debe comprobarse la inocuidad de las cepas vacunales (tanto del VFS como del VMIX) que se
utilicen para preparar la vacuna, tanto en hembras gestantes como en gazapos lactantes
(véase el apartado C.2.3.2). Debe ser seguras también en otras especies (como cobayas,
ratones adultos o liebres).

2.2. Método de fabricacion

2.2.1. Procedimiento
i)  Vacuna heterdloga con virus del fibroma de Shope

La produccion original de VFS se llevd a cabo mediante inoculaciones intradérmicas
multiples de virus inéculo en la piel del dorso de varios conejos. El producto de
homogenado de fibroma puede almacenarse congelado o utilizarse de inmediato.
Actualmente, se puede producir en linea celular de dermis de conejo, como la RK-13
(Jerabek, 1980). Tras la clarificacién por centrifugacion, el liquido sobrenadante se mezcla
con un estabilizador que contenga antibidticos y se distribuye en frascos o botellas para
su liofilizacién. Puede afiadirse caolin como adyuvante (40 mg/ml) para reforzar la
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2.2.2.

2.2.3.

intensidad y la duracion de la inmunizacién, en cuyo caso la vacuna se administrara por
via subcutanea.

ii) Vacuna homoéloga viva atenuada contra la mixomatosis y vacuna viva atenuada
recombinante contra VMIX+VEHC

El VMIX se propaga en una linea celular adecuada (como la RK-13). El virus se recolecta
pasados 2-6 dias. La suspension virica puede guardarse a —70°C. La vacuna se prepara
mediante la dilucion, a unas proporciones especificadas, de la preparacion virica con un
estabilizador para liofilizacion. Tras la homogeneizacion, el producto se distribuye en
frascos de liofilizacion, que se sellan aplicando vacio o en nitrégeno estéril.

Control durante el proceso

La potencia del lote se determina midiendo el contenido en virus. Se inoculan diluciones seriadas de
la vacuna (VFS o VMIX) en cultivos celulares adecuados. Una dosis de vacuna debera contener al
menos el titulo minimo previamente establecido. Si la cepa vacunal no esta adaptada a los cultivos,
debera realizarse una prueba de eficacia en conejos (véase el apartado C.2.3.3).

i) Vacuna heterdloga con virus del fibroma de Shope

El titulo del VFS antes se media in vitro calculando la Dlsg tras la inoculacion intradérmica
de diluciones seriadas del liquido sobrenadante clarificado en varios puntos (por ejemplo,
cinco) a un maximo de seis conejos. También se inoculaba una dilucién de una
preparacion estandar del VFS a cada conejo para confirmar si la respuesta del animal a la
inoculacion era correcta.

La titulacion también se puede realizar en células RK-13 (DICTsp).

i) Vacuna homodloga viva atenuada contra la mixomatosis y vacuna viva atenuada
recombinante contra el VMIX+VEHC
La titulacion del VMIX se puede realizar en células RK-13 células (DICTso).
En cada caso, el titulo debe correlacionarse con la potencia requerida, como define la
prueba de potencia del lote, véase el apartado C.2.3.3.

Pruebas en lotes de producto final

i) Esterilidad
Véase el apartado C.2.1.2.

i) ldentidad

La identidad del VFS y del VMIX se determina en células RK-13 por uno de los métodos
de identificacion del agente (por ejemplo, FAT o IPMA empleando suero monoespecifico o
MAD).

iii) Seguridad

Se toman muestras de un lote producido de acuerdo con el proceso de fabricacion. La
dosis a utilizar debera contener el titulo o potencia maximos establecidos por el fabricante
(titulo de liberacion).

a) Vacuna heterdloga contra el virus del fibroma de Shope

La patogenicidad de las cepas del virus del fiboroma de Shope se prueba inoculando
conejos con diluciones seriadas de los sobrenadantes obtenidos al centrifugar las
preparaciones de los tumores. Las caracteristicas macroscopicas e histopatoldgicas
y el desarrollo de los fibromas se prueba periddicamente en conejos SPF.
(Numerosos pases seriados en conejos pueden inducir una mutacién a la cepa IA
inflamatoria, que produce lesiones graves que son mas inflamatorias que
neoplasicas).

b) Vacuna homoéloga viva atenuada contra la mixomatosis y vacuna viva atenuada
recombinante contra el VMIX+VEHC
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La patogenicidad residual de las cepas del MV se prueba por inyeccion intradérmica
en conejos SPF o en conejos sin vacunar libres de mixomatosis. Estos conejos no
deberian presentar mas que una reaccion local, posiblemente con pequefias
lesiones secundarias en la cabeza, que desaparecen a los pocos dias.

En ambos casos, se debe registrar la temperatura rectal y el peso corporal como
parametros adicionales.

2.3. Requisitos de autorizacién/registro/licencia

2.3.1. Proceso de fabricaciéon

Para registrar una vacuna, deben presentarse a las autoridades todos los datos pertinentes
relativos a la fabricacion (véase el apartado C.2.2) y a las pruebas de control de calidad (véase
el apartado C.2.1.2). Esta informacion debe corresponder a tres lotes de vacuna consecutivos
de un volumen no inferior a 1/3 del volumen habitual de un lote industrial. Los controles durante
el proceso forman parte del proceso de fabricacion.

2.3.2. Requisitos de seguridad

Para comprobar distintos aspectos de la seguridad deben realizarse varias pruebas. Debe
llevarse a cabo una prueba de la seguridad de una dosis diez veces superior a la norma.
Ademas, es necesario examinar si el virus vacunal se disemina a los drganos en el animal
vacunado, la capacidad del virus vacunal de transmitirse entre el animal vacunado y animales
gue entren en contacto con el mismo, y una prueba de reversién a la virulencia.

i) Prueba de seguridad de una dosis diez veces superior a la normal

Tras la rehidratacion, se inyectan por via subcutdnea diez dosis de la vacuna liofilizada
contra el VFS a tres conejos susceptibles, que a continuacion se observaran durante
21 dias. Las reacciones locales deben ser leves, y no deben generalizarse ni afectar a la
salud general. La vacuna contra el VMIX se analiza inyectando diez dosis por via
intradérmica en las orejas de tres conejos susceptibles, que a continuacién se observaran
durante 21 dias. El mixoma primario debe permanecer leve y no deben producirse
reacciones andémalas, ni locales ni sistémicas.

i) Prueba de seguridad de la vacuna en conejas gestantes

Se administra el virus a un minimo de diez conejas gestantes de acuerdo con la pauta
recomendada en la ficha técnica. Estos animales se observaran hasta el dia 1 post-parto.
Las conejas deben conservar un buen estado de salud y no debe haber reaccion
andémala, ni local ni sistémica. No deben observarse efectos adversos en la gestacion ni
en la descendencia.

iii) Prueba de reversion a la virulencia

Se administra por una via recomendada a dos conejos de 5—7 semanas de edad y que no
tengan anticuerpos contra el virus Myxoma, una cantidad de virus que permita recuperar
virus para los pases que se describen mas adelante. Se utiliza virus vacunal que se
encuentre al minimo nivel de pases atenuados que habra entre el lote de indculo primario
y un lote de la vacuna. Se sacrifica a los conejos 5-10 dias después de la inoculacion y se
extraen los o6rganos o tejidos de los animales con suficiente virus como para permitir un
pase; se homogeneizan los 6rganos y los tejidos en una solucién tampdn adecuada, que
a continuacién se centrifuga, y el sobrenadante se utiliza para pases posteriores. Se
inocula el sobrenadante en cultivos celulares adecuados para verificar la presencia del
virus. Se administra, por una via recomendada y con la rapidez apropiada, un volumen
adecuado del sobrenadante a dos conejos mas de la misma edad y con la misma
susceptibilidad. Este paso se repite al menos cinco veces. Si el virus ha desaparecido, se
lleva a cabo una segunda serie de pases. Se inocula virus recuperado del maximo nivel
de pases a conejos, se observan durante 28 dias y se comparan las posibles reacciones
con las que se hallen en la prueba de seguridad que se describe arriba. No debe haber
indicios de aumento de virulencia en comparacidon con el virus sin pases. Si no se
recupera virus en ninguna de las dos series de pases, el virus vacunal también supera la
prueba.
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2.3.3. Requisitos de eficacia

Se deben realizar diferentes pruebas con lotes representativos del producto final que
contengan el minimo titulo o potencia. Tanto para las vacunas contra el VFS como para las
vacunas contra el VMIX se adopta el mismo protocolo. El efecto protector se determina como
sigue:

Se inoculan como minimo diez conejos adultos con una dosis de vacuna, y cinco conejos no
vacunados sirven de control. Después de un minimo de 21 dias tras la vacunacion, a todos los
conejos se les inocula por una via adecuada (por ejemplo, intradérmica en los parpados, o en
dos puntos de los flancos) una cepa patdégena del VMIX (ejemplo: 0,1 ml de inéculo de la cepa
virica Lausanne que contenga 10° Dlso [mediana de la dosis infectiva]). Se observa a los
conejos durante 21 dias mas. La prueba no sera valida si presenta signos clinicos de
mixomatosis menos de un 90% de los conejos control. Una vacuna que contenga el VMIX
supera la prueba si como minimo un 90% de los conejos vacunados no presenta signos de
mixomatosis.

Una vacuna que contenga el VFS supera la prueba si como minimo un 75% de los conejos
vacunados no presenta signos de mixomatosis.

El fabricante debe haber establecido un titulo o potencia minima teniendo en cuenta la pérdida
de potencia que tiene lugar durante el periodo de validez.

2.3.4. Duracién de la inmunidad

Se vacunan varios grupos de diez conejos susceptibles. Un grupo se analiza mediante una
infeccion de desafio (como en la prueba de eficiencia, véase el apartado C.2.3.3) al cabo de 1,
2, 3, etc. meses tras la vacunacion contra el VFS, y 1, 3, 6 y 9 meses después de la
vacunacion contra el VMIX. La duracion de la inmunidad es el tiempo durante el cual como
minimo un 90% de conejos vacunados con una vacuna que contiene el VMIX o como minimo el
75% de conejos vacunados contra el VFS no presenta signos de mixomatosis.

2.3.5. Estabilidad

Son necesarias pruebas de estabilidad (basadas en una prueba de potencia aceptable) para
comprobar la validez de la fecha de caducidad que aparece en el envase del producto. Algunas
autoridades permiten utilizar pruebas de estabilidad en condiciones aceleradas para determinar
una fecha de caducidad provisional para ciertos productos, por ejemplo, una incubacion a 37°C
durante 1 semana por cada afio de validez. Estas estimaciones deben confirmarse con pruebas
periddicas de potencia en tiempo real con al menos tres lotes/series distintos a lo largo del
periodo de validez, y 3-6 meses después del mismo. En el caso de las vacunas vivas
atenuadas, deben realizarse pruebas en el momento de la liberacion y aproximadamente el dia
que caduquen, hasta que se haya establecido un registro estadisticamente valido.

Se realizan titulaciones del virus vacunal en al menos tres lotes de vacuna a intervalos de hasta
3 meses a partir de la fecha de caducidad indicada.
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*

* *

NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para la Mixomatosis
(puede consultarse en la Tabla de la Parte 4 de este Manual Terrestre o en la pagina web de la OIE:
http://www.oie.int/es/nuestra-experiencia-cientifica/laboratorios-de-referencia/lista-des-laboratorios/).
Por favor, contacte con el Laboratorio de Referencia de la OIE para mas informacién sobre pruebas de
diagnéstico, reactivos y vacunas para la mixomatosis

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1990; ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2014.
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