CAPITULO 3.5.2.

SINDROME RESPIRATORIO DE ORIENTE MEDIO
(INFECCION DE LOS DROMEDARIOS POR EL
CORONAVIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO
DE ORIENTE MEDIO)

RESUMEN

Descripcion de la enfermedad: El sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS) es una
infeccion respiratoria virica de humanos y dromedarios causada por un coronavirus llamado
coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV). El MERS-CoV es un virus de
ARN monocatenario dextrogiro y con envoltura perteneciente al género Betacoronavirus,
identificado por primera vez en 2012. Desde julio de 2015, se ha descrito la infeccién por MERS-
CoV en més de 21 paises, por lo que el MERS-CoV se ha convertido en una gran preocupacion
para la salud publica.

Varios estudios han confirmado que los dromedarios (Camelus dromedarius) son el hospedador
natural y la fuente zoonética de la infeccion por MERS-CoV en los seres humanos. Otras especies
pueden ser susceptibles a la infeccion por MERS-CoV, sin embargo, no se ha demostrado su
importancia epidemioldgica. Se ha descrito que el MERS-CoV causa poca 0 ninguna enfermedad
en los camellos, y las infecciones a veces se han asociado a signos respiratorios leves que
consisten en secrecidn nasal, lagrimeo y fiebre leve en los camellos jévenes. Si bien el impacto del
MERS-CoV en la salud animal es muy bajo, las infecciones humanas tienen un impacto
significativo en la salud publica.

Deteccion del agente: los hisopos nasales son las muestras preferidas para la deteccion de
laboratorio de la infeccion por MERS-CoV en los camellos. Pueden cribarse en busca de ARN de
MERS-CoV utilizando una RT-PCR en tiempo real dirigida al extremo 5’ del gen de la envoltura. La
presencia de &cido nucleico virico puede confirmarse mediante un resultado de RT-PCR positivo
en las dos dianas gendmicas especificas, por ejemplo, mediante una RT-PCR en tiempo real
dirigida al gen del marco de lectura abierto 1a o a una Unica diana con secuenciacion de una
segunda.

Pruebas serologicas: pueden analizarse muestras de suero para detectar la presencia de
anticuerpos especificos del MERS-CoV mediante un enzimoinmunoandlisis para el MERS-CoV, un
ensayo de neutralizacién del MERS-CoV o un ensayo de neutralizacién de pseudoparticulas del
MERS-CoV.

Requisitos para las vacunas: se esta llevando a cabo investigacion sobre el desarrollo de la
vacuna para camellos contra el MERS-CoV.

A. INTRODUCCION

El coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) es un virus zoonético de los dromedarios
(Camelus dromedarius) que causa una mortalidad y morbilidad significativas en humanos en la Peninsula
Ardbiga, y que se describié por primera vez en Arabia Saudita en 2012 (Zaki et al., 2012). Se han producido y
siguen teniendo lugar casos humanos esporadicos de MERS en un amplio rango geografico, y la mayoria de los
casos se han notificado en la Peninsula Arabiga.
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El MERS-CoV pertenece al linaje C del género Betacoronavirus, en la familia Coronaviridae, del orden
Nidovirales. MERS-CoV es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo con envoltura, y su genoma de
ARN monocatenario tiene un tamafio de aproximadamente 30 kb (Chan et al., 2015).

Se ha demostrado que los dromedarios son el reservorio natural desde donde puede producirse el contagio a los
humanos (Haagmans et al., 2014). También se han descrito infecciones de persona a persona, especialmente en
entornos sanitarios (Hui et al., 2018). Aunque Africa tiene el mayor nimero de dromedarios y el MERS-CoV es
endémico en estos camellos, el MERS humano zoonético adquirido localmente esta confinado a la Peninsula
Arabiga y hasta la fecha no se ha descrito en Africa. Existen diferencias genéticas y fenotipicas en el virus en
funcion de las distintas partes de Africa, las cuales pueden explicar en parte las diferencias en el potencial
zoonotico, lo que destaca la necesidad de estudios del MERS-CoV en la interfaz animal-humano (Chu et al.,
2018). La falta de informacién de vigilancia de rutina sobre la circulacion del MERS-CoV en dromedarios
restringe los conocimientos sobre la dinamica de transmisiéon y la epidemiologia en las poblaciones de
dromedarios (Aguanno et al., 2018).

Los estudios publicados han indicado que se han identificado MERS-CoV o ARN virico de MERS-CoV en
dromedarios de paises de Oriente Medio y Africa septentrional; se han identificado anticuerpos contra MERS-
CoV en muestras tomadas de camellos de Oriente Medio y Africa. Se han detectado anticuerpos contra MERS-
CoV con un rango de prevalencia de 0 a 100% en poblaciones de camellos de paises de Oriente Medio y Africa.
El MERS-CoV de los dromedarios lo contraen principalmente los dromedarios de menos de 1 afio de edad, y la
proporcion de seropositividad aumenta con la edad hasta una seroprevalencia del 100% en dromedarios adultos
(Wernery et al.,, 2017). En general, solo se han observado signos clinicos menores de la enfermedad en
dromedarios infectados y la mayoria de las infecciones por MERS-CoV no parecen causar ningun signo clinico
(Chu et al., 2014). También se han detectado infecciones por MERS-CoV en camellos con anticuerpos MERS-
CoV, tanto en animales de corta edad con anticuerpos maternos como en camellos més viejos que ya habian
generado anticuerpos por una infeccién anterior. Sin embargo, la replicacion y la carga del virus son
generalmente menores en los animales seropositivos infectados que en los camellos seronegativos (Meyer et al.,
2016).

Los signos clinicos de la enfermedad en camellos que se han descrito después de infecciones experimentales y
de campo son secrecion nasal, fiebre y pérdida de apetito (Adney et al., 2014; Hemida et al., 2014; Khalafalla et
al., 2015) Sikkema et al. (2019) proporciona una revision sistemética del estado global del MERS-CoV en los
dromedarios.

En condiciones experimentales, la enfermedad observada en dromedarios adultos joévenes fue clinicamente
benigna con ausencia de enfermedad manifiesta y con una gran cantidad de MERS-CoV y ARN virico detectado
en muestras de hisopos nasales de camellos. El examen histopatoldgico revel6 que el virus infeccioso se detecto
en el tracto respiratorio superior, incluidos los cornetes nasales, el epitelio olfatorio, la faringe y la laringe.
Especificamente, el epitelio respiratorio de los cornetes nasales es el sitio predominante de replicacion de
MERS-CoV en los camellos. En el tracto respiratorio inferior, se detecto virus infeccioso en la traquea. No se
detectaron antigenos viricos ni lesiones en los alvéolos. Las grandes cantidades de MERS-CoV presentes en las
secreciones nasales sugieren que la transmision de camello a camello y de camello a humano puede ocurrir
facilmente a través del contacto directo, asi como por gotitas grandes, o posiblemente por fomites (Adney et al.,
2014).

Se han detectado anticuerpos contra MERS-CoV en llamas y alpacas (David et al., 2018; Reusken et al., 2016).
Naturalmente, otras especies de animales, como ovejas, cabras, ganado vacuno, bifalos de agua y aves
silvestres, han dado negativo en las pruebas de presencia de anticuerpos contra MERS-CoV (Hemida et al.,
2013; Reusken et al., 2016). Sin embargo, recientemente, un informe de Africa que siguié a la vigilancia de otras
especies de mamiferos domésticos, como ovejas, cabras, vacas y asnos que estaban en contacto con camellos
infectados, encontré que los animales eran seropositivos para MERS-CoV; por lo tanto, el ganado doméstico en
contacto con camellos infectados por MERS-CoV puede estar en riesgo de infeccién (Kandeil et al., 2019).
También se ha demostrado que los camellos bactrianos y los hibridos de dromedario y bactriano pueden
infectarse de manera natural por MERS-CoV cuando se llevan a paises donde se crian dromedarios (Lau et al.,
2020).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

El diagnéstico siempre debe basarse en una combinacién de técnicas teniendo en cuenta los antecedentes, el
propédsito de la prueba y el estadio de la infeccion sospechada. Para una interpretacion definitiva, se debe
evaluar cuidadosamente y de forma combinada la informacion epidemiolégica, clinica y de laboratorio.

Los hisopos nasales son las muestras preferidas para la deteccion de laboratorio de la infeccién por MERS-CoV
en camellos. ElI ARN virico se puede extraer usando cualquiera de los kits comerciales y luego se puede cribar
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en busca de ARN de MERS-CoV usando una reacciéon en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
(RT-PCR) convencional o en tiempo real dirigida al extremo 5’ del gen de la envoltura (UpE). Las muestras
positivas deben confirmarse mediante una RT-PCR en tiempo real dirigida a los genes del marco de lectura
abierto 1la (ORFla) o 1b (ORF1b). La presencia de acido nucleico virico se puede confirmar mediante un
resultado positivo en la RT-PCR dirigida a las dos dianas genémicas especificas, ya sea mediante una RT-PCR
en tiempo real dirigida al gen del marco de lectura abierto 1a (ORF1la) o dirigida a un Unico gen diana con
secuenciacion de una segunda diana. Se pueden cribar muestras de suero para detectar la presencia de
anticuerpos especificos contra MERS-CoV utilizando un enzimoinmunoanalisis (ELISA) para MERS-CaoV, un
ensayo de neutralizacién de MERS-CoV o una prueba de neutralizacién de pseudoparticulas de MERS-CoV.

La obtencion de muestras y su transporte al laboratorio deben cumplir con las normas del Capitulo 1.1.2
Obtencién, envio y conservacion de muestras para el diagnéstico y del Capitulo 1.1.3 Transporte de materiales
biolégicos.

Todos los métodos analiticos descritos a continuacion deben validarse en cada laboratorio que los utilice (véase
el Capitulo 1.1.6 Principios y métodos de validacion de pruebas de diagnéstico de enfermedades infecciosas).

Las manipulaciones en el laboratorio deben realizarse siguiendo los procedimientos de bioseguridad y
bioproteccién apropiados segun lo determine un analisis del riesgo bioldégico (véase el Capitulo 1.1.4
Bioseguridad y bioproteccién: Norma para la gestion del riesgo biolégico en el laboratorio veterinario y las
instalaciones para los animales).

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de MERS y su propésito

Propésito
Demostrar . .
. Determinar Determinar el
4 Demostrar ausencia de Contribuir a ) la estado
Método . infeccién en o~ Confirmar . . S
ausencia de - las politicas prevalencia inmunitario en
. A animales casos -
infeccién en L de Py de la animales o
la poblacién individuales erradicacion clinicos infeccién — | poblaciones tras
antes de los S . .
; vigilancia la vacunacién
desplazamientos
Deteccidn del agente
RT-PCR en tiempo _ it + . . _
real
Detecplon del _ + + - - _
antigeno
Aislamiento e
identificacion del - + - +++ - -
virus
Deteccién de respuesta inmunitaria
E.LISA de IgG ++ — ++ - ++ +
indirectos
Prueba de
neutralizacién con + - + - + +++
pseudoparticulas
PRNT + — + — + +++
VNT + - + — + +++

Clave: +++ = método recomendado para este propdésito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+ = adecuado en muy pocas circunstancias; — = no adecuado para este proposito.
RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa; IgG ELISA = enzimoinmunoanalisis de 1gG; PRNT =
prueba de neutralizacion por reduccion de placas; VN = neutralizacion virica.

1. Deteccién del agente
1.1. Obtencion y conservacion de las muestras

Los hisopos nasales son las muestras preferidas para el aislamiento del virus. Se toman hisopos de
algodon simple estéril de ambas fosas nasales insertando los hisopos profundamente en la cavidad
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1.2

nasal y girandolos de 10 a 20 veces en la nariz. Estos hisopos se sumergen inmediatamente en un
medio de transporte virico complementado con antibidticos (p. ej., medio de cultivo tisular 199 con
albumina sérica bovina (BSA) al 5%, bencilpenicilina (2 x 108 Ul/litro), estreptomicina (200 mg/litro),
polimixina B (2 x 108 Ul/litro), gentamicina (250 mg/litro), nistatina (0,5 x 108 Ul/litro), clorhidrato de
ofloxacina (60 mg/litro) y sulfametoxazol (0,2 g/litro). Las muestras pueden conservarse en una caja
con bolsas de hielo si se va a disponer de un congelador a —80°C en 48 horas o pueden congelarse en
un tanque de nitrégeno liquido inmediatamente después de la toma. Los hisopos deben procesarse
inmediatamente después de su llegada al laboratorio 0o conservarse en un congelador a —80°C hasta
Su uso.

Aislamiento en cultivo celular

i) Procedimiento analitico (Chu et al., 2014; Woo et al., 2016)

a) El dia anterior a la inoculacién de las muestras, se preparan pocillos de células de rifién de
mono verde africano (Vero) (formato de 24 pocillos) que puedan alcanzar un 80% de
confluencia al dia siguiente. Ademas de las células Vero, otras lineas celulares comunes,
como las células de epitelio renal de mono rhesus (LLC-MK2) y las células cancerosas de
higado humano (Huh 7), también se pueden utilizar para el aislamiento de virus.

b) Las muestras descongeladas se agitan en vortex brevemente, y a continuacion se aplica
una breve centrifugacion a 1 000 g durante 5 minutos.

c) Las muestras se pueden filtrar a través de un filtro de 0,45 pm (opcional)

d) Se recupera el cultivo de células Vero preparado y se lavan las células suavemente con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) estéril tres veces.

e) Se agregan 300 pl de una muestra a un pocillo designado de células Vero.
f)  Seincuba la mezcla a 37°C en una incubadora de CO2z durante 1 hora

g) Se recupera la placa y se agregan 700 pl de medio de cultivo de virus (DMEM [medio de
Eagle modificado por Dulbecco] con un 1% de Pen/Strep, un 1% de piruvato de sodio y
un2% de suero fetal bovino) en cada pocillo. A continuacion, las células tratadas se cultivan
en una incubadora de CO: durante 24 horas.

h)  Se retira el indculo después de la incubacién y se agrega 1 ml de medio de cultivo de virus
fresco a cada pocillo. Luego, las células tratadas se cultivan durante otros 3-5 dias.

i) Todos los dias, se comprueba al microscopio si hay efecto citopatico (CPE). Las células
infectadas muestran ECP cuando son células gigantes redondeadas, agregadas y
granuladas que se desprenden de la monocapa aproximadamente el dia 3 después de la

infeccion

) Se recolecta el sobrenadante de los cultivos en los que el 60% de las células presentan
CPE.

k) Se preparan alicuotas del sobrenadante y se conservan en un congelador a —80°C hasta su
uso.

) Se confirma la identidad del virus aislado mediante RT-PCR especifica de MERS-CoV

1.3. Reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa (RT-PCR) en tiempo real

Las pruebas descritas actualmente son un ensayo dirigido al extremo 5’ del gen de la proteina E (UpE)
y un ensayo dirigido al marco de lectura abierto 1b (ORF 1b) y/o un ensayo dirigido al ORF 1la. El
ensayo dirigido al gen UpE se recomienda para el cribado, mientras que el ensayo dirigido a los ORF
1b o la se recomienda para la confirmacion. Hay muchos kits a la venta de la RT-PCR en tiempo real
para MERS-CoV dirigida a la diana UpE, pero estos carecen de la validacién adecuada para su uso
con muestras de camello (Mohamed et al., 2017). Por lo tanto, cualquier kit que se utilice debe
validarse de acuerdo con las normas de la OIE (Capitulo 1.1.6) en cada laboratorio antes de que
pueda usarse para el diagnoéstico de rutina.

1.3.1. RT-PCR en tiempo real dirigida al extremo 5’ del gen de la proteina E (UpE)

El protocolo recomendado se basa en el método descrito por Corman et al. (2012a).

i) Procedimiento analitico

a) Los hisopos nasales son las muestras preferidas para la deteccion de laboratorio de la
infeccion por MERS-CoV en camellos. Se han descrito diferentes métodos para el
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aislamiento de ARN vy existe una gran variedad de kits comerciales; el paso de extraccion
del ARN debe ser apropiado para la muestra que se va a analizar y también debe estar
validado en el laboratorio

b) La transcripcion inversa se realiza de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Existen a
la venta muchos kits de RT-PCR de uno o dos pasos formulados para su aplicacién con
sondas y todos deberian proporcionar resultados satisfactorios.

c) Se prepara una mezcla primaria para el nUmero de muestras que se vayan a analizar mas
una muestra adicional. Por ejemplo, 12,5 yl de tampdn de reaccion 2x proporcionado con el
sistema de RT-PCR de un solo paso con polimerasa Taq que contenga cada uno de los
dNTP a una concentracion de 0,4 mM y sulfato de magnesio 3,2 mM, 1 yl de mezcla de
transcriptasa inversa/Taq, 0,4 pl de una mezcla de solucién de sulfato de magnesio 50 mM,
1 pug de BSA no acetilada, cebador upE directo (GCA-ACG-CGC-GAT-TCA-GTT) y cebador
upE inverso (GCC-TCT-ACA-CGG-GAC-CCA -TA) ambos a una concentracion de 400 nM,
asi como sonda upE-Prb (6-carboxifluoresceina [FAM]) - CTC-TTC-ACA-TAA-TCG-CCC-
CGA-GCT-CG-6-carboxi-N, N, N, N'- tetrametilrodamina [TAMRA]) a una concentracion de
200 nM.

d) Se afiaden 20 pl de mezcla de reaccion de PCR a cada tubo de PCR o pocillo de una placa
de PCR en tiempo real seguidos de 5 pl del ARN preparado para obtener un volumen de
reaccion final de 25 pl. Se centrifuga durante 1 minuto en una centrifuga adecuada.

e) Se colocan los tubos o la placa en un termociclador en tiempo real para la amplificacion por
PCR y se ejecuta el siguiente programa: 55°C durante 20 minutos, seguido de 95°C durante
3 minutos y luego 45 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 58°C durante 30 segundos.

f) El BSA se puede omitir si se utiliza un instrumento de PCR con tubos de plastico, ya que
este componente solo sirve para permitir el ciclado de PCR basado en capilares de vidrio.

g) El procedimiento proporcionado puede requerir modificaciones para adaptarse a los
diferentes requisitos del equipo de RT-PCR o de cada laboratorio.

h) Los diagnodsticos basados en RT-PCR en tiempo real deben interpretarse con precaucion
porque un resultado positivo de RT-PCR no indica necesariamente la presencia de virus
infecciosos (MacLachlan et al., 1994). Ademas, los resultados de este procedimiento son
dificiles de correlacionar cuantitativamente con el titulo del virus debido al desequilibrio
entre las transcripciones de genoma y subgenoma virico (Corman et al., 2012a)

i) Para que los resultados sean validos, el control positivo debe dar la curva de amplificacion y
no debe observarse ninguna curva en el control negativo.

)] El ciclo umbral (valor Ct) utilizado en la interpretacion de los resultados debe ser definido
por cada laboratorio utilizando material de referencia apropiado.

1.3.2. RT-PCR en tiempo real dirigida al marco de lectura abierto 1b (ORF 1b)

El ensayo dirigido al ORF 1b se ejecuta en las mismas condiciones que la RT-PCR en tiempo
real dirigida al UpE, excepto que las secuencias de cebador y sonda son: cebador directo
ORF1b- (TTC-GAT-GTT-GAG-GGT-GCT-CAT), cebador inverso ORF1b (TCA-CAC-CAG-TTG-
AAA-ATC-CTA-ATT-G) y sonda ORF1b-Prb (6-carboxifluoresceina [FAM]) - CCC-GTA-ATG-
CAT-GTG-GCA-CCA-ATG- T-6-carboxi N, N, N, N'- tetrametilrodamina [TAMRA]) (Corman et
al., 2012a).

1.3.3. RT-PCR en tiempo real dirigida al marco de lectura abierto 1a (ORF 1a)

El procedimiento para realizar esta prueba esta descrito por Corman et al. (2012b). Las
condiciones también son las mismas que para la RT-PCR en tiempo real dirigida a UpE,
excepto porque las secuencias de cebador y sonda son: cebador directo Orfla (CCA-CTA-
CTC-CCA-TTT-CGT-CAG) y cebador inverso Orfla (CAG-TAT -GTG-TAG-TGC-GCA-TAT-
AAG-CA), asi como sonda Orfla-Prb 200 nM (6-carboxifluoresceina [FAM] -TTG-CAA-ATT-
GGC-TTG-CCC-CCA-CT- 6-carboxi-N, N, N, N'-tetrametilrodamina [TAMRA]) (Corman et al.,
2012b).

1.4. Deteccién de antigeno

1.4.1. Prueba inmunocromatografica (ICT) para MERS-CoV

Este procedimiento se utiliza para detectar MERS-CoV directamente a partir de muestras de
camellos sospechosos y se puede utilizar en el campo o en laboratorios para un diagndstico
rapido. El ensayo se basa en la deteccién inmunocromatografica de la proteina nucleocapsida
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frente al MERS-CoV mediante una prueba de tira rapida (Song et al., 2015). Se comercializan
kits que detectan el antigeno recombinante de la nucleocéapside de MERS-CoV. Los kits deben
validarse para cada especie de interés y para los fines especificos para los que se utilizaran.
Consulte el Registro de la OIE de los kits certificados por la OIE.

Este procedimiento es apto para la deteccion cualitativa de antigenos de MERS-CoV a partir de
hisopos nasales o nasofaringeos o aspirados nasales de dromedarios, con los siguientes fines:

i) Deteccion de rebafios infectados por MERS-CoV (prueba de rebafio) con animales
gravemente infectados con altas cargas de virus;

i)  Prueba complementaria para estimar la prevalencia de la infeccion para facilitar el analisis
de riesgos, como por ejemplo, en estudios, planes de salud del rebafio y programas de
control de enfermedades.

Para la preparaciéon de la muestra, se utiliza un hisopo estéril individual y nuevo para cada
camello. Se toman las muestras de hisopo nasal con un hisopo estéril. Se inserta el hisopo por
la fosa nasal que presenta mas secrecion. Se gira el hisopo varias veces sobre el epitelio
respiratorio nasal. La muestra de hisopo debe colocarse inmediatamente en tubos estériles que
contengan 2-3 ml de medio de transporte para virus o el tubo de diluyente del ensayo.

i) Procedimiento analitico

a) Se inserta cada muestra de hisopo sin medio de transporte en el tubo de diluyente
del ensayo, se hace girar la cabeza del hisopo contra el interior del tubo de diluyente
del ensayo, se exprime el tamp6n sobrante del hisopo y se saca el hisopo. Los
hisopos obtenidos se tratan en un medio de transporte de la misma manera.

b) Se dispensan 100 ul del tubo de diluyente del ensayo en un tubo de ensayo.

c) Se pipetean directamente 100 pl de la muestra del hisopo en el mismo tubo de
ensayo y se mezclan bien con vértex o por cualquier otro medio.

d) Se retira la tira reactiva de la bolsa de aluminio y se coloca inmediatamente en el
tubo de ensayo.

e) Se lee el resultado de la prueba después de 10 ~ 15 minutos, las muestras no deben
interpretarse pasados 20 minutos.

f)  Cada tira utilizada en este ensayo contiene una linea de control que indica que el
ensayo esta funcionando.

g) Con cada lote de muestra, procese siempre una muestra negativa confirmada por
RT-PCR y una muestra positiva también confirmada por RT-PCR para que se
puedan utilizar como controles negativo y positivo, respectivamente.

La presencia de la linea purpura tanto en la posicién de control (C) como en la de muestra
problema (T) aporta la determinacion del umbral. La muestra problema es positiva cuando
aparecen dos lineas (linea C y linea T) y negativa cuando solo aparece la linea C. Las
lineas consisten en la reaccién inmunitaria entre el conjugado de oro y los analitos diana.
El conjugado de oro consta de oro coloidal y anticuerpo contra MERS-CoV.

i) Interpretacion de los resultados
a) Resultado negativo: Solo aparece una banda de control (“C").
b) Resultado positivo: Aparecen la banda problema ("T") y la banda de control ("C").

c) No valido: el control ("C") no aparece. Si la banda de control no esté visible dentro de
la ventana de resultados después de realizar la prueba, el resultado se considera
invalido. Se recomienda que la muestra se vuelva a analizar con un nuevo kit de
prueba.

iii)  Control de calidad

Cada tira utilizada en este ensayo contiene una linea de control que indica que el ensayo
esta funcionando. Con cada lote de muestra, procese siempre una muestra negativa
confirmada por RT-PCR y una muestra positiva confirmada también por RT-PCR
confrmada para que puedan utilizarse como controles negativo y positivo,
respectivamente. Las TIC pueden ser negativas cuando no hay suficiente virus en la
muestra.
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2. Pruebas serolégicas

Existen varios ensayos para la deteccion de anticuerpos contra MERS-CoV en dromedarios. Actualmente, la
técnica mas utilizada es el enzimoinmunoanalisis (ELISA) para la deteccion de I1gG. Las pruebas de
neutralizacion de virus también se han utilizado para detectar anticuerpos contra MERS-CoV en el suero de
dromedarios (Hemida et al., 2013; Meyer et al., 2014; Reusken et al., 2013a; 2013b). Las muestras obtenidas de
animales para la prueba de anticuerpos pueden contener virus vivo y se deben implementar los pasos de

inactivacion apropiados.

2.1. Enzimoinmunoanalisis

Se han desarrollado varios ELISA y existe uno a la venta. El ELISA es una prueba fiable y sensible
para detectar anticuerpos contra MERS-CoV. El uso de la subunidad S1 antigénicamente divergente
de la proteina puntiaguda de MERS-CoV permite la deteccion de anticuerpos especificos contra
MERS-CoV. No se han descrito ELISA de IgM que permitan el diagnéstico de infecciones recientes.

2.1.1. ELISA de IgG indirecto

i) Procedimiento analitico

a)

b)

c)

d)

e)

f)

9)

h)

Se recubre cada pocillo de la placa ELISA de 96 pocillos con 100 pl de proteina S1
recombinante a razon de 1 pg/ml en PBS, se sella la placa y se deja durante la
noche a 4°C.

Se lavan las placas tres veces con aproximadamente 300 pl de PBS por pocillo.

Se bloquean las placas con 200 ul de tampén de bloqueo que contenga un 1% de
BSA/0,5% de Tween20 en PBS durante 1 hora a 37°C.

Se diluyen tanto el control (positivo y negativo) como los sueros problema a 1/100 en
tampon de bloqueo.

Se afiaden 100 pl de los sueros diluidos a los pocillos designados por duplicado.

Se incuban las placas durante 1 hora a 37°C. Debe evitarse que se sequen
colocando las placas en una camara humeda.

Después del paso de incubacion, se lavan las placas de ELISA con tampdn de
lavado (Tween20 al 0,05% en PBS) tres veces con 300 pl de tampén de lavado por
pocillo.

A continuacion, se incuban los pocillos con 100 pl de un conjugado de anticuerpo
anti-biotina de llama generado en cabra (diluido a 1:1000 en tampén de bloqueo).

Se incuban durante 1 hora a 37°C.
Las placas se lavan cuatro veces con PBS.

Se afiaden 100 pl de sustrato cromogénico TMB (tetrametilbencidina) listo para usar
a cada pocillo y se dejan reposar las placas a temperatura ambiente durante unos
minutos, evitando la exposicién a la luz directa.

Se detiene la reaccion con 100 pl de solucién de parada y se leen las placas con el
lector de placas de ELISA a 450 nm.

2.2. Pruebas de neutralizacion de MERS-CoV

Las pruebas de neutralizacidn son las pruebas seroldgicas de diagnéstico mas especificas, pero estas
pruebas solo se pueden realizar con virus vivos y no se recomienda su uso fuera de laboratorios sin
las instalaciones de bioseguridad adecuadas. Existen ensayos de neutralizacién alternativos que no
requieren manipulacion de MERS-CoV altamente virulentos utilizando virus pseudotipificados.

2.2.1. Prueba de neutralizacién con pseudoparticulas

i) Produccién de pseudoparticulas puntiagudas del coronavirus humano (HcoV)-MERS

La pseudoparticula utilizada en esta prueba expresa la proteina puntiaguda de longitud
completa de MERS-CoV. Esta destinada a ser utilizada para el cribado de muestras de
suero que pueden neutralizar el virus MERS-CoV. A diferencia de la prueba de
neutralizacion de virus estandar para MERS-CoV, en este ensayo no hay MERS-CoV
infeccioso y todo el trabajo se puede realizar de forma segura en entornos estandar de
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i)

ii)

nivel 2 de bioseguridad. Se dispone de los plasmidos (pNL Luc-E-R- y pcDNA-S)
necesarios para fabricar las pseudoparticulas y pueden adquirirse previo pedido (Perera
etal., 2013)

Preparacion de las pseudoparticulas

a)

b)

c)
d)

e)
f)
9)

h)

m)

Se tripsiniza un matraz de células 293T humanas (70-80% de confluencia, en un
matraz de 75 cm?).

Se resuspenden las células tripsinizadas con 10 ml de medio completo DMEM
(DMEM + piruvato con 10% de FBS (suero fetal bovino), HEPES 10 mM (N-2-
hidroxietilpiperazina, acido N-2-etanosulfénico), 5% de Pen/Strep )

Se recolectan las células suspendidas, y a continuacion se centrifugan (450 g
durante 5 minutos).

Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células con medio completo
DMEM nuevo.

Se cuentan las células usando un hemocitbmetro.
Se ajusta la densidad celular a 5 x 105 por ml con medio completo DMEM.

Se transfieren 5 x 108 células a una placa de 10 cm? y se incuba el cultivo celular
recién preparado en una incubadora de CO:2 durante la noche. Debe garantizarse
que las células estén distribuidas uniformemente en la placa antes de la incubacion.

El dia de la transfeccion, se prepara una mezcla de solucion agregando 15 pg de
pNL Luc-E-R-y 15 pg de pcDNA-S a 350 pl de agua destilada estéril. Se agregan
56 ul de CaCl2 2 M a la mezcla y se completa la mezcla hasta 450 pl con agua
destilada estéril. Se afladen lentamente gota a gota 450 pl de solucidon salina
tamponada de HEPES 2xa la mezcla de ADN diluido. Se somete a vortex
brevemente la mezcla de la solucién y se incuba a temperatura ambiente durante
2 minutos.

Se distribuye uniformemente la solucion de ADN diluida gota a gota en la placa de
10 cm? y se mezcla la solucién moviendo la placa de un lado a otro varias veces.

Se incuban las células transfectadas en una incubadora de CO2 a 37°C durante 16—
18 horas.

Se reemplaza el medio con medio completo DMEM sin alterar la monocapa. Se
incuban las células tratadas durante 2 dias mas.

Se recolecta el sobrenadante el dia 3 después de la transfeccion. Se centrifuga el
sobrenadante a 450 g durante 5 minutos. Se filtra el sobrenadante centrifugado con
un filtro estéril de 0,45 pm.

Se preparan alicuotas del filtrado y se conservan a —80°C hasta su uso.

Titulacion de las pseudoparticulas

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Se siembran 1 x 10* células Vero en un pocillo (formato de placa de 96 pocillos)
siguiendo un protocolo similar al descrito anteriormente. Se cultivan las células en
una incubadora de CO?a 37°C durante la noche.

Se prepara una solucion de pseudoparticulas diluida dos veces (rango de factores
de dilucion: 1 a 2048) mezclando las pseudoparticulas con medio de cultivo de virus
(DMEM + piruvato con FBS al 2%, HEPES 10 mM, Pen/Strep al 5%) inmediatamente
antes de la infeccion. 200 pl por cada concentracion estudiada son suficientes para
realizar la prueba por triplicado.

Se recuperan las células cultivadas, se desecha el medio de cultivo y se agregan
50 ul de medio de cultivo de virus a cada pocillo.

Se transfieren 50 pl de la solucion de pseudoparticulas preparada a los pocillos
correspondientes de la placa. Se incuban las células tratadas en una incubadora de
CO0? a 37°C durante la noche.

Se afiaden 100 pl de medio de cultivo de virus a cada pocillo 24 horas después de la
infeccion y se incuban las células durante otras 48 horas.

A las 72 horas posteriores a la infeccion, se comprueba si hay la actividad luciferasa
en las células infectadas utilizando un kit comercial de ensayo de luciferasa. La
concentracion de trabajo final utilizada para los ensayos de neutralizacion de
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pseudoparticulas es la concentracién mas diluida que tiene una actividad luciferasa
maxima en este ensayo de titulacion.

iv)  Prueba de neutralizacion de pseudoparticulas

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Se preparan las células Vero en un formato de placa de 96 pocillos el dia antes de la
infeccion como se ha descrito anteriormente.

Se agregan 16 pl de suero tratado térmicamente (56°C, 30 minutos) a 144 pl de
medio de cultivo de virus (DMEM + piruvato, 2% FBS, 10 mM HEPES, 5%
Pen/Strep); después se mezcla el suero diluido con 160 pl de pseudoparticulas
diluidas a la concentracion predeterminada (véase arriba). Se mantiene la mezcla
sobre hielo durante 60 minutos. Se incluyen los controles positivo y negativo
apropiados para cada ejecucion.

Se recuperan las células Vero cultivadas, se desecha el medio de cultivo y se
transfieren 100 pl de pseudoparticulas incubadas a los pocillos correspondientes por
triplicado. Se incuban las células tratadas en una incubadora de CO2 a 37°C durante
24 horas.

Se afladen 100 pl de medio de cultivo de virus a cada pocillo 24 horas después de la
infeccion y se incuba el cultivo a 37°C durante otras 48 horas.

A las 72 horas posteriores a la infeccion, se comprueba si hay actividad luciferasa en
las células infectadas utilizando un kit comercial de ensayo de luciferasa. Se utilizan
datos de controles negativos para restar el valor de fondo. Los datos que dan los
controles positivos representan una actividad luciferasa del 100%. El valor de corte
del ensayo es el 90% de la inhibicion de la actividad luciferasa promedio obtenida
con los controles positivos.

Este ensayo determina si hay anticuerpos neutralizantes especificos de MERS-CoV
utilizando muestras de suero diluidas 20 veces. Los titulos de anticuerpos
neutralizantes de las muestras positivas se pueden determinar de manera similar
utilizando sueros diluidos en serie dos veces en la prueba (dilucién inicial: 20x).

2.2.2. Prueba de neutralizacién por reduccién de placas

La prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT) se puede utilizar para determinar
la presencia de anticuerpos en animales infectados de forma natural y en animales vacunados.
La prueba es muy especifica y se puede utilizar para analizar suero de cualquier especie. Por
lo general, las PRNT80 (es decir, con una reduccion del 80%) o PRNT90 realizadas en un
sistema de cultivo celular se aceptan como sistema analitico estandar para la determinacién
cuantitativa de la actividad de anticuerpos neutralizantes en muestras de suero. La siguiente
técnica utiliza un formato de 96 pocillos.

i) Procedimiento analitico

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Las muestras se inactivan primero a 56°C durante 30 minutos.

Se preparan 50 pl de diluciones seriadas a la mitad del suero inactivado por calor en
medio RPMI1640 suplementado con penicilina de clemizol (penicilina G),
estreptomicina y FBS al 1% (medio de cultivo al 1%) utilizando placas de fondo
redondo de 96 pocillos. La dilucién inicial debe ser 1/10 e incluir sueros control
positivo y negativo comprobados.

Se diluye MERS-CoV en medio de cultivo al 1% hasta una dilucién de 10000 dosis
infecciosas de MERS-CoV en cultivo tisular por ml (DICT50/ml). Se agregan 50 pl de
esta suspension a los pocillos.

Se incuba durante 60 minutos a 37°C en una atmésfera humidificada con un 5% de
COao.

Se inocula en células Huh-7 que se hayan cultivado en placas de 96 pocillos de
fondo plano.

Se lava con solucién salina tamponada con fosfato y se agregan 100 pl de medio de
cultivo al 1%. Se incuba durante 8 horas a 37°C en una atmosfera humidificada con
un 5% de COa.
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g) A continuacion, las células se fijan con formalina al 3,7% durante 15 minutos a 20°C.
Después de retirar las placas de formalina, se sumergen en etanol al 70% y se
mantienen durante la noche a 4°C.

h) Las células se tifien usando un anticuerpo monoclonal de ratén anti-proteina N de
MERS-CoV u otro antisuero especifico contra MERS-CoV. Posteriormente, se aplica
un anticuerpo secundario anti-lgG1 de raton generado en cabra y marcado con
peroxidasa, u otro anticuerpo adecuado. La sefial puede aparecer utilizando un
sustrato TMB formador de precipitados. El nimero de células infectadas por pocillo
se cuenta utilizando un microscopio invertido o un analizador de imagenes.

i) El titulo de neutralizacion de cada muestra de suero se determina como el reciproco
de la dilucién mas alta, el cual da lugar a una reduccion de al menos un 80 0 90% en
el numero de células infectadas. Un titulo = 20 se considera positivo.

2.2.3. Prueba de neutralizacion del virus
i) Procedimiento analitico
a) Las muestras se inactivan primero a 56°C durante 30 minutos.

b) Se preparan 50 pl de diluciones seriadas a la mitad de suero inactivado por calor en
medio de Dulbecco modificado de Iscove (IMDM) suplementado con penicilina de
clemizol (penicilina G), estreptomicina y FBS al 1% (medio de cultivo al 1%) usando
una placa de 96 pocillos de fondo redondeado. La dilucion inicial debe ser 1/10 e
incluir sueros control positivo y negativo comprobados.

c) Se diluye el MERS-CoV en medio de cultivo al 1% hasta una dilucion de 2000 dosis
infecciosas de MERS-CoV en cultivo tisular por ml (DICT50/ml). Se agregan 50 ul de
esta suspensioén a los pocillos.

d) Se incuba durante 60 minutos a 37°C en una atmosfera humidificada con un 5% de
COo..

e) Se inocula la suspension de virus en las células Vero cultivadas en placas de 96
pocillos de fondo plano en medio de cultivo al 10%.

f)  Se incuba durante 60 minutos a 37°C en una atmdsfera humidificada con un 5% de
COo..

g) Se lava con solucién salina tamponada con fosfato y se agregan 200 ul de medio de
cultivo al 1%. Se incuba durante 5 dias a 37°C.

h)  Se determinan los titulos a punto final.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

Hasta ahora, de entre los candidatos a vacuna existentes, solo tres se han comprobado en dromedarios: pVaxA,
una vacuna de AND; una vacuna de subunidad de proteina puntiaguda de MERS-rCoV adyuvantada; y una
vacuna de MVA, que es una vacuna que contiene vector virico (Adney et al., 2019; Haagmans et al., 2016;
Muthumani et al., 2015).
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Capitulo 3.5.2. — Sindrome respiratorio de Oriente Medio (infeccién de los dromedarios por el MERS-CoV)

from Dromedaries of the Middle East: Minimal Serological Cross-Reactivity between MERS Coronavirus and
Dromedary Camel Coronavirus UAE-HKU23. Int. J. Mol. Sci. 17, pii: E691. doi: 10.3390/ijms17050691.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS)
(puede consultarse en la pagina web de la OIE: https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-
expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3 ).

Por favor, contacte con el Laboratorio de Referencia de la OIE para mas informacion sobre las pruebas de
diagnéstico, los reactivos y las vacunas para el MERS

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 2021.
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