CAPITULO 3.8.12.

VIRUELA OVINA Y VIRUELA CAPRINA

RESUMEN

La viruela ovina y la viruela caprina son enfermedades viricas de las ovejas y de las cabras que se
caracterizan por fiebre, aparicién de papulas o nédulos generalizados, vesiculas (en ocasiones
muy infrecuentes), lesiones internas (en concreto en los pulmones), y la muerte. Ambas
enfermedades estan causadas por cepas de un capripoxvirus, todas las cuales pueden afectar a
las ovejas y a las cabras. Aunque la mayoria de las cepas examinadas causan la enfermedad
clinica en su forma més grave, o bien en las ovejas o bien en las cabras, se han aislado algunas
cepas que son igual de patégenas en ambas especies.

El virus de la viruela ovina (VVO) y el virus de la viruela caprina (VVC) son agentes causales de la
viruela ovina y caprina, y junto con el virus de la dermatitis nodular contagiosa, configuran el
género Capripoxvirus, que pertenece a la familia Poxviridae. Los virus de la viruela ovina y de la
viruela caprina son endémicos en la parte de Africa situada al norte del ecuador, en Oriente Medio
y en Asia, aunque ciertas partes de Europa han experimentado brotes recientemente. Los paises
gue notificaron brotes de la enfermedad entre 2010 y 2015 fueron Bulgaria, Taipei Chino, Israel,
Kazajstan, Kirguistan, Mongolia, Marruecos y Rusia, mientras que Grecia, Israel y Rusia han
experimentado incidencias recurrentes.

Identificacion del agente: La confirmacion de la viruela ovina y de la viruela caprina en el
laboratorio es més répida si se utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) junto con un
historial clinico compatible con una infeccidn generalizada por viruela caprina.

El aislamiento del virus es posible porque los parapoxvirus crecen en los cultivos de tejidos de
origen ovino, caprino o bovino, aunque las cepas naturales pueden necesitar hasta 14 dias para
crecer, o requerir uno o mas pases adicionales en cultivos de tejidos. El virus produce inclusiones
intracitoplasmaticos que se observan con claridad mediante la tincibn con hematoxilina y eosina. El
antigeno se puede detectar también en cultivos de tejidos utilizando sueros especificos y las
técnicas de inmunoperoxidasa o de inmunofluorescencia. Puede observarse antigeno de
capripoxvirus y cuerpos de inclusion en cortes obtenidos en un microtomocriostato o incluidos en
parafina tefiidos a partir de lesiones biopsiadas o de material muestreado post-mortem.

Se ha elaborado un enzimoinmunoanalisis (ELISA) utilizando un suero de deteccion policlonal
generado frente a un antigeno inmunodominante recombinante de capripoxvirus.

Pruebas seroldgicas: La prueba de neutralizacion virica es la prueba seroldgica méas especifica.
La inmunofluorescencia indirecta es menos especifica debido a las reacciones cruzadas con
anticuerpos frente a otros poxvirus. El andlisis de inmunoelectrotransferencia en el que se utiliza la
reaccion entre el antigeno P32 del capripoxvirus y sueros problema es sensible y especifico, pero
resulta caro y dificil de llevar a cabo. El uso de este antigeno o de otros antigenos adecuados
expresados por un vector apropiado ofrece la posibilidad de realizar con un ELISA una prueba
seroldgica aceptable y estandarizada en el futuro.

Requisitos para las vacunas: Para el control de la viruela ovina y de la viruela caprina se han
empleado vacunas vivas e inactivadas. Todas las cepas de capripoxvirus examinadas hasta ahora
comparten un sitio de neutralizacion principal y algunas presentan una proteccion cruzada. Las
vacunas inactivadas en el mejor de los casos proporcionan inmunidad solo a corto plazo.
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A. INTRODUCCION

El género Capripoxvirus, que pertenece a la familia Poxviridae, esta formado por tres especies: el virus de la
dermatitis nodular contagiosa, que causa enfermedad solo en el ganado bovino (véase el Capitulo 3.4.12), y los
virus de la viruela ovina (VVO) y de la viruela caprina (VVC), que causan enfermedad en las ovejas y en las
cabras, respectivamente. La viruela ovina y la viruela caprina se caracterizan por causar nédulos cutaneos
diseminados y hasta un 100% de mortalidad en razas ovinas y caprinas completamente susceptibles.

En los animales autdctonos, la enfermedad y la mortalidad generalizadas son menos frecuentes, aunque si se
observan en los lugares donde la enfermedad ha estado ausente en una zona o en un pueblo durante un periodo
de tiempo al introducir métodos intensivos de cria, o en asociacion con agentes causales de otras enfermedades,
tales como el virus de la peste de los pequefios rumiantes o el virus de la fiebre aftosa. Los virus de la viruela
ovina y de la viruela caprina suponen restricciones importantes a la introduccion de especies ovinas y caprinas
exoticas a zonas endémicas, asi como al desarrollo de una produccioén pecuaria intensiva.

Tanto el VVO como el VVC se pueden transmitir entre ovejas y cabras, aunque la mayoria solamente causa la
enfermedad clinica mas grave en una especie; el VVO y el VVC dan lugar a enfermedades transfronterizas que
se propagan periddicamente a zonas adyacentes no endémicas. La viruela ovina y la viruela caprina son
endémicas en la parte de Africa situada al norte del ecuador y en ciertas partes de Oriente Medio y de Asia (se
puede consultar la distribucion actual en el WAHIS de la OIE (http://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-
mundo/portal-wahis-datos-de-salud-animal/). Se han reportado brotes en paises no endémicos de Asia, Europa y
Oriente Medio.

El periodo de incubacidn de los virus de la viruela ovina y de la viruela caprina dura entre 8 y 13 dias después del
contacto entre un animal infectado y los animales susceptibles. Dicho periodo puede reducirse a 4 dias después
de una infeccion experimental por inoculacion intradérmica o por transmisibn mecénica por insectos. Algunas
razas de oveja europea, tal como la Soay, pueden morir de una infecciobn aguda antes de que aparezcan las
lesiones cutaneas. En otras razas se produce una elevacion inicial de la temperatura rectal por encima de los
40°C, seguida inicialmente, en 2-5 dias, por la aparicion de maculas — pequefias zonas de hiperemia delimitadas
gue son mas evidentes en la piel no pigmentada — y, posteriormente, por la aparicion de papulas — hinchazones
duras de entre 0,5y 1 cm de didametro — que pueden cubrir todo el cuerpo o restringirse a las ingles, las axilas y
el periné. Las papulas pueden estar cubiertas por vesiculas llenas de liquido, pero esto es muy infrecuente.
Algunos investigadores han distinguido entre una forma vesicular y una nodular de la viruela ovina y la viruela
caprina (Zro et al., 2014b).

Dentro de las 24 horas posteriores a la aparicion generalizada de papulas, los animales afectados presentan
rinitis, conjuntivitis y un aumento del tamafio de todos los ganglios linfaticos superficiales, y en concreto de los
ganglios preescapulares. Las papulas de los parpados producen blefaritis de gravedad variable. Conforme se
ulceran las papulas de las mucosas ocular y nasal, las secreciones se vuelven mucopurulentas, y las mucosas
oral, anal y prepucial o vaginal se necrosan. La respiracion se hace pesada y ruidosa por la presion sobre las
vias respiratorias altas causada por los ganglios linfaticos retrofaringeos, que estdn hinchados como
consecuencia de las lesiones pulmonares en desarrollo.

Si el animal afectado no muere en esta fase aguda de la enfermedad, las papulas comienzan a necrosarse a
partir de la necrosis isquémica derivada de la formacién de trombos en los vasos sanguineos situados en la base
de la papula. En los siguientes 5-10 dias, las papulas forman costras que persisten hasta 6 semanas dejando
pequefias cicatrices. Las lesiones cutaneas son susceptibles al ataque de las moscas, y es frecuente una
neumonia secundaria. No es habitual la anorexia a no ser que las lesiones de la boca interfieran fisicamente con
la alimentacion. El aborto es poco frecuente.

En el examen post-mortem, las lesiones cutdneas son a menudo menos manifiestas en el animal con infeccién
aguda que en el animal vivo. Las mucosas aparecen necrosadas y todos los ganglios linfaticos del cuerpo han
aumentado de tamafio y estan edematosos. Las pdapulas, que pueden ulcerarse, se pueden encontrar
habitualmente en la mucosa abomasal, y algunas veces en la pared del rumen y del intestino grueso, en la
lengua, en el paladar duro y en el blando, en la tradquea y en el es6fago. Ocasionalmente, pueden observarse
zonas pélidas de aproximadamente 2 cm de didametro en la superficie del rifion y del higado, y se ha descrito su
presencia en los testiculos. Con frecuencia se observan numerosas lesiones graves de hasta 5 cm de didametro
por todas las partes de los pulmones, pero sobre todo en los l6bulos diafragmaticos.

Los signos clinicos y las lesiones observadas en el examen post-mortem varian considerablemente en funcién de
la raza del hospedador y de la cepa de capripoxvirus. Las razas autdctonas son menos sensibles y, con
frecuencia, muestran solo unas pocas lesiones que pueden confundirse con picaduras de insectos o con la
dermatitis pustular contagiosa. Sin embargo, se observan con frecuencia casos de animales afectados por
viruela ovina o caprina de forma generalizada y a veces mortal en: corderos que han perdido su inmunidad
materna; animales a los que se ha mantenido aislados; y animales llevados a zonas endémicas, procedentes de
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pueblos aislados, en concreto si se les ha sometido al estrés del desplazamiento a largas distancias y se les ha
mezclado con otras ovejas y cabras y sus agentes patégenos. Después de la infeccién con capripoxvirus se
produce invariablemente una alta mortalidad en razas ovinas y caprinas importadas sin ninguna proteccion
previa. Ni la viruela ovina ni la caprina son infecciosas para los humanos.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de la viruela ovina y la viruela caprina y su propésito

Propésito
Demostrar .
: Determinar .
; Demostrar ausencia de o ‘ la Determinar e_I estado
Método . infeccion en Contribuir a las Confirmar . inmunitario en
ausencia de ; - prevalencia -
- - animales politicas de casos animales o
infeccion en L o P de la ]
2 individuales erradicacion clinicos . it poblaciones tras la
la poblacion infeccion — .
antes de los vigilancia vacunacion
desplazamientos 9
Identificacién del agente?
Alslam_lento + - + . + _
del virus
Deteccion de — - - - -+ _
antigeno
PCR ++ +++ ++ +++ ++ -
Deteccién de respuesta inmunitaria
VN ++ ++ ++ ++ ++ ++
IFA + + + + + +

Clave: +++ = método recomendado para este propdésito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; — = no adecuado para este propdsito.
PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; VN = prueba de neutralizacion virica; IFA = inmunofluorescencia indirecta.

1. Identificacion del agente

1.1. Obtencion y preparacion de las muestras

Debe obtenerse material para el aislamiento del virus y la deteccién del antigeno mediante biopsia o
en el examen post-mortem a partir de las papulas cuténeas, de las lesiones de los pulmones o de los
ganglios linfaticos. Pueden obtenerse muestras para la deteccién del genoma mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) antes o después de que aparezca la respuesta de anticuerpos
neutralizantes. Para el aislamiento del virus también puede utilizarse la capa leucocitaria de sangre
obtenida con EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) durante la fase virémica de la infeccion por la
viruela caprina (antes de que se generalicen las lesiones o en un plazo de 4 dias tras la
generalizacion). Las muestras para el examen histologico han de incluir tejido procedente de las zonas
circundantes, e inmediatamente después de su obtencion se han de colocar en formalina al 10% o en
solucién formal neutral tamponada al 10%, en un volumen que sea diez veces el de la muestra

Los tejidos en formalina no tienen requisitos especiales para el transporte. Deben obtenerse muestras
de sangre para el aislamiento del virus a partir de la capa leucocitaria, y deben introducirse en tubos
con anticoagulante, colocarse inmediatamente en hielo y procesarse lo antes posible. En la practica,
las muestras de sangre deben conservarse a 4°C durante un maximo de dos dias antes de su
procesamiento, pero no deben congelarse ni mantenerse a temperatura ambiente. Los tejidos y las
costras secas destinados al aislamiento de virus, la deteccion de antigenos o la detecciéon de genoma
se conservaran preferiblemente a 4°C, o bien en hielo o a —20°C. Si hay que transportar las muestras

1

Se recomienda aplicar una combinacion de métodos de identificacion a una Unica muestra clinica.
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1.2

1.3

.

a largas distancias sin refrigeracién, el medio de transporte debera contener glicerol al 10%; las
muestras deberan tener el tamafio suficiente para que el medio de transporte no llegue a la parte
central de la biopsia, que se utilizara para el aislamiento o la deteccion del virus.

Aislamiento del virus

El material de las lesiones para el aislamiento de virus y para la deteccion del antigeno se
homogeneiza. Una técnica para la homogeneizacién es la siguiente: se pica el tejido en trozos
pequefios mediante tijeras y pinzas, y después se macera en un molino con bolas de acero o se muele
con una mano de mortero estéril con arena estéril y un volumen igual de solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) o Medio de Eagle Modificado (MEM) sin suero que contenga penicilina sédica
(1.000 unidades internacionales [Ul]/ml), sulfato de estreptomicina (1 mg/ml), micostatina (100 Ul/ml) o
fungizona (2,5 pg/ml) y neomicina (200 Ul/ml). La suspensién homogeneizada se congela y
descongela tres veces y posteriormente se clarifica por centrifugacion, empleando una centrifuga de
sobremesa, a 600 g durante 10 minutos. En los casos en que sea esperable que la muestra esté
contaminada con bacterias (como cuando el virus se aisla de muestras cutaneas), el sobrenadante se
puede filtrar por un tamafo de poro de 0,45 um tras la centrifugacion, sin embargo, la cantidad de
virus del sobrenadante podria reducirse. Pueden prepararse una capa leucocitaria a partir de 5-8 ml
de sangre sin coagular por centrifugacion a 600 g durante 15 minutos; la capa se transfiere
cuidadosamente a 5 ml de agua bidestilada fria empleando una pipeta Pasteur estéril. Pasados
30 segundos, se afiaden 5 ml de medio de crecimiento frio y a doble concentracion, y se mezclan. La
mezcla se centrifuga a 600 g durante 15 minutos, se desecha el sobrenadante y el sedimento de
células se suspende en 5 ml de medio de crecimiento como el medio Eagle modificado por Glasgow
(GMEM). Después de la centrifugacion a 600 g durante otros 15 minutos, el sedimento resultante se
suspende en 5 ml de GMEM recién preparado. Como alternativa, la capa leucocitaria se puede
obtener retirandola de una muestra heparinizada mediante un gradiente de densidad.

El capripoxvirus crecera en cultivos de tejidos de origen bovino, ovino o caprino, aunque se considera
que los cultivos primarios y secundarios de células de testiculo (LT) o de rifién (LK) de cordero son las
mas susceptibles, en particular las que derivan de una raza ovina lanar. A continuacion se ofrece un
ejemplo de una técnica de aislamiento; se inocula un frasco de cultivo celular de 25 cm? LT o LK (con
un 90% de confluencia) con 1 ml ya sea de la suspension de la capa leucocitaria o del sobrenadante
de la preparacion clarificada de la biopsia, y se deja que el sobrenadante se adsorba a 37°C durante
1 hora. Posteriormente, se lava el cultivo con PBS caliente y se cubre con 10 ml de un medio
adecuado, como GMEM, que contenga antibidticos y suero fetal bovino al 2%. Si se dispone de ellos,
se infectan también tubos de cultivos de tejidos que contengan células LT o LK y un cubreobjetos, o
portaobjetos para cultivos de tejidos.

Los frascos se examinaran diariamente durante 7-14 dias para comprobar si presentan indicios de
efecto citopatico (ECP). Los frascos contaminados deben desecharse. Las células infectadas
desarrollan un ECP caracteristico que consiste en la retraccion de la membrana celular de las células
circundantes, y finalmente en el redondeamiento de las células, quedando la cromatina nuclear
situada en el margen. Al principio solo pueden observarse pequefias zonas de ECP, algunas veces
tan solo 4 dias después de la infeccion; a los largo de los siguientes 4-6 dias se expanden hasta
cubrir todo el tapiz celular. Si antes de 7 dias no hay signos de ECP, se congelard y descongelara el
cultivo tres veces, y se inoculara sobrenadante clarificado en un cultivo fresco de células LT o LK. Al
primer signo de ECP en los frascos, o antes en el caso de que se estén usando varios cubreobjetos
infectados, se tomara un cubreobjetos, se fijara con acetona y se tefiird empleando H-E. La presencia
de cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos eosinodfilos que son de tamafio variable, pero que pueden
medir hasta la mitad del tamafio del nucleo y estan rodeados por un halo transparente, es indicativa de
la infeccion por el virus de la viruela ovina y la viruela caprina. La formacion de sincitios no es una
caracteristica de la infeccion por capripoxvirus. Si el efecto citopatico se debe a la infeccion por
capripoxvirus del cultivo celular, se puede evitar o retrasar mediante la inclusién de un suero
anticapripoxvirus en el medio; esto proporciona una identificacion preliminar del agente. Algunas
cepas de capripoxvirus se han adaptado para crecer en las células de rifién de mono verde africano
(células Vero), pero estas no se recomiendan para el aislamiento primario.

. Microscopia electrénica

Se puede visualizar el viribn de poxvirus caracteristico empleando una técnica de preparacién con
tincion negativa seguida de examen al microscopio electrénico. Existen varios protocolos de tincion
negativa distintos, como el del siguiente ejemplo:

Antes de la centrifugacién, se prepara material de la suspensién original de tejido para su examen en un
microscopio electrénico de transmision de la siguiente manera: sobre una gota de la suspensién
colocada sobre parafina o sobre una placa de cera, se deja flotar una rejilla de microscopia electronica
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de malla hexagonal 400 con un substrato de Piloform-carbon activado por una descarga luminiscente en
vapor de pentilamina. Transcurrido 1 minuto, la rejilla se transfiere a una gota de tamp6n Tris/EDTA, pH
7,8, durante 20 segundos y después a una gota de acido fosfotlngstico al 1%, pH 7,2, durante
10 segundos. Se escurre la rejilla empleando papel de filtro, se deja secar al aire y se coloca en el
microscopio electrénico. El virion de la viruela ovina y caprina tiene forma de ladrillo, esta cubierto por
elementos tubulares cortos y mide aproximadamente 290 x 270 nm. Algunos de los viriones pueden
estar envueltos por una membrana que procede de la célula del hospedador, de los cuales debe
examinarse el mayor nimero posible para confirmar su aspecto (Kitching y Smale, 1986).

Los viriones de los capripoxvirus no se distinguen de los de ortopoxvirus, pero, aparte del virus vacunal,
ningln ortopoxvirus causa lesiones en las ovejas ni en las cabras. Sin embargo, el capripoxvirus se
distingue de los viriones de los parapoxvirus, que causan dermatitis pustular contagiosa, puesto que
aquellos son mas pequefios, de forma ovalada, y cada uno de ellos esta cubierto por un Unico elemento
tubular continuo que se manifiesta en forma de estriaciones sobre el virién.

1.4. Histopatologia

El material para la histopatologia debe prepararse segun las técnicas estandar. Después de la
preparacion, de la tinciébn con H-E y del montaje del material de biopsia fijado con formalina, se
examinaran varias secciones al microscopio 6ptico. En el examen histoldgico, los aspectos mas
caracteristicos de las lesiones cutaneas en fase aguda son un infiltrado celular masivo, vasculitis y
edema. Las lesiones tempranas se caracterizan por una inflamacion perivascular marcada. Inicialmente,
la infiltracién es por macréfagos, neutréfilos y ocasionalmente eosindéfilos, y a medida que progresa la
lesion se infiltran mas macréfagos, linfocitos y células plasmaticas. Un rasgo caracteristico de todas las
infecciones por capripoxvirus es la presencia en la dermis de cantidades variables de “células de la
viruela ovina”. Estas células de la viruela ovina pueden aparecer también en otros drganos en los que
hay lesiones microscépicas de viruela ovina y caprina. Estas células son grandes, estrelladas,
eosindfilas, con inclusiones intracitoplasmaticas mal definidas y ndcleos vacuolados. La vasculitis va
acompafiada de trombosis e infarto, produciendo edema y necrosis. Los cambios epidérmicos consisten
en acantosis, paraqueratosis e hiperqueratosis. Los cambios en los érganos son similares, con
infiltracion celular predominante y vasculitis. Las lesiones en el tracto respiratorio superior se
caracterizan por la ulceracion.

1.5 Métodos inmunolégicos

1.5.1.  Pruebas con anticuerpos fluorescentes

El antigeno de capripoxvirus también puede identificarse en cubreobjetos infectados o
portaobjetos para cultivo tisular, utilizando pruebas con anticuerpos fluorescentes. Los
cubreobijetos o los portaobjetos se lavaran, se dejaran secar al aire y se fijardn con acetona fria
durante 10 minutos. La prueba indirecta utilizando sueros ovinos o caprinos esta expuesta a la
aparicion de un color de fondo muy oscuro y a reacciones no especificas. Sin embargo, se
puede preparar un conjugado directo a partir de sueros de ovejas o cabras convalecientes o de
conejos hiperinmunizados con capripoxvirus purificado. Como control negativo deben incluirse
los cultivos de tejidos sin infectar, porque las reacciones cruzadas pueden causar problemas
debido a los anticuerpos contra los antigenos de los cultivos de tejidos. Se ha utilizado también
la técnica con anticuerpos fluorescentes sobre portaobjetos en cortes de tejido preparados en
un microtomocriostato.

1.6. Métodos de reconocimiento del acido nucleico

Los métodos de amplificacion para la deteccion de ADN del genoma virico son especificos del género
Capripoxvirus y sensibles para la deteccidn a lo largo de todo el curso de la enfermedad, incluso antes
y después de la aparicion de las respuestas de anticuerpos. Estos métodos son la PCR convencional,
la PCR en tiempo real y, méas recientemente, la amplificacion isotérmica mediada por bucle. Pueden
emplearse métodos de reconocimiento del acido nucleico para detectar el genoma del capripoxvirus
en muestras de biopsia, hisopo o cultivo celular.

1.6.1. Métodos de PCR convencional

Se han descrito varios métodos de PCR convencional con distintas especificidades para los
virus capripox en general, el virus de la viruela ovina y el virus de la viruela caprina (Heine et
al., 1999; Ireland & Binepal, 1998; Zro et al., 2014a). Los métodos de PCR convencional son
especialmente (tiles para la obtencion de material genético suficiente para la identificacion a
nivel de especie y para la posterior secuenciacion y andlisis filogenético (Le Goff et al., 2009).
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1.6.2. Métodos de PCR en tiempo real

Se han desarrollado y validado varios métodos de PCR en tiempo real basados en la deteccion
con fluorescencia que son muy sensibles y especificos (Balinsky et al., 2008; Bowden et al.,
2008; Das et al., 2012; Stubs et al., 2012). Cada prueba detecta un pequefio locus genético
conservado dentro del genoma del capripoxvirus, pero estos métodos no permiten diferenciar
entre el virus de la viruela ovina, el virus de la viruela caprina y el virus de la dermatitis nodular
contagiosa. Se han descrito métodos de PCR en tiempo real para el genotipado directo de virus
capripox sin necesidad de secuenciacion génica (Gelaye et al., 2013; Lamien et al., 2011).

1.6.3. Amplificacién isotérmica del genoma

Se ha observado que ciertas pruebas moleculares en las que se utiliza la amplificacién
isotérmica mediada por bucle (LAMP) para detectar genomas de capripoxvirus ofrecen una
sensibilidad y una especificidad similares a las de la PCR en tiempo real con un método mas
sencillo y barato (Das et al., 2012; Murray et al., 2013). Omoga et al., 2016 ha descrito en
mayor detalle la validacién a nivel de campo del método de la LAMP de Das et al.,, 2012, y se
ha comprobado que la combinacién de esta prueba de deteccién de capripoxvirus con dos
pruebas mas de LAMP resulta Gtil para diferenciar entre los virus de la viruela caprina y de la
viruela ovina (Zhao et al., 2014).

2. Pruebas serolégicas
2.1. Neutralizacién virica

Un suero problema se puede titular bien frente a un titulo constante de capripoxvirus (100 DICTso
[dosis infectiva 50% en cultivo tisular]) o bien una cepa de un virus de referencia se puede titular frente
a una diluciéon constante de suero problema para calcular un indice de neutralizacion. El método
preferido es el indice de neutralizacion debido a la sensibilidad variable de los cultivos de tejidos a
capripoxvirus, y la consecuente dificultad para garantizar el uso de 100 DICTso, aunque no requiere un
volumen mayor de sueros problema. Segun la descripcion de la prueba, se utilizan placas de
microtitulacion de cultivos de tejidos de 96 pocillos de fondo plano, pero se puede realizar
perfectamente igual en tubos de cultivos de tejidos aplicando los cambios apropiados a los volimenes
utilizados, aunque la lectura de un punto final en los tubos es mas dificil. Se ha descrito que el uso de
células Vero en la prueba de neutralizacion de virus produce resultados mas constantes (Kitching &
Taylor, 1985).

2.1.1. Procedimiento analitico

i) Los sueros problema, incluyendo un control positivo y un control negativo, se diluyen a
1/5 en medio Eagle/HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina, acido N-2-etanosulfénico) y se
inactivan a 56°C durante 30 minutos.

i) A continuacion, se deposita un volumen de 50 pl del primer suero inactivado en los
pocillos de las columnas 1y 2, de las filas A a la H de la placa de microtitulacion. El
segundo suero se coloca en los pocillos de las columnas 3y 4, el tercero en las columnas
5y 6, el suero de control positivo en las columnas 7 y 8, el control de suero negativo en
las columnas 9 y 10, y se depositan 50 pl de medio Eagle/HEPES sin suero en las
columnas 11y 12y en todos los pocillos de la fila H.

iii) Una cepa de referencia de capripoxvirus, que normalmente es una cepa vacunal que se
sabe que crece bien en cultivos de tejidos, con un titulo superior a logio 6 DICTso por ml
se diluye en medio Eagle/HEPES en frascos con tapdn de rosca para obtener diluciones
logaritmicas seriadas de logio 5,0; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5; 2,0; 1,5 DICTso por ml (equivalentes a
log10 3,7;2,7; 2,2; 1,7; 1,2; 0,7; 0,2 DICTs0/50 pl).

iv) Comenzando por la fila G y por la preparacion de virus méas diluida, se afiaden 50 pl de
virus a cada pocillo de esa fila. Esto se repite con cada dilucion del virus, colocando la
dilucién con el titulo mas alto en la fila A.

v) Las placas se cubren y se incuban a 37°C durante 1 hora.

vi) Se preparan células LT a partir de monocapas previamente cultivadas en una suspension
de 10° células/ml en medio Eagle con antibiéticos y suero fetal bovino al 2%. Después de
la incubacion de las placas de microtitulacién, se afiaden 100 pl de la suspension celular a
todos los pocillos, excepto a los pocillos H11 y H12, que sirven como pocillos control para
el medio. Los restantes pocillos de la fila H son los controles de toxicidad celular y sérica.

vii) Las placas de microtitulacién se cubren y se incuban a 37°C durante 9 dias.
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2.2,

2.3.

2.4.

viii) A partir del cuarto dia, se examinan diariamente las monocapas para comprobar si
presentan ECP, utilizando un microscopio de inversion. En las células de la fila H no ha de
haber ECP. Utilizando la cepa vacunal 0240 KSGP de capripoxvirus, la lectura final se
toma el 9° dia, y el titulo del virus en cada réplica de titulacion se calcula segun el método
Karber. Si se deja méas tiempo, siempre se produce un cambio en el virus, de modo que el
virus que al principio estaba neutralizado parece disociarse del anticuerpo.

ix) Interpretacion de los resultados: El indice de neutralizacién es la diferencia entre el
logaritmo del titulo virico en un suero negativo y el del suero problema. Un indice >1,5 se
considera positivo. La prueba puede hacerse mas sensible si se examina el suero del
mismo animal antes y después de la infecciéon. Debido a que la inmunidad a la viruela
ovina y caprina esta predominantemente mediada por células, un resultado negativo, en
particular después de la vacunacion en la que la respuesta es necesariamente débil, no
implica que el animal del que se ha obtenido el suero no esté protegido.

Se ha descrito un método en el que se mantiene constante el virus y varia el suero, con el
que se utilizan diluciones del suero en un intervalo que va de 1/5 a 1/500 y células de
musculo fetal bovino. Debido a que estas células tienen menor sensibilidad a los
capripoxvirus que las células LT, el problema del cambio que se produce en el virus
gueda resuelto.

Prueba de inmunofluorescencia indirecta

Para la prueba de inmunofluorescencia indirecta, se pueden utilizar los cultivos de tejidos infectados
con capripoxvirus cultivados sobre cubreobjetos o sobre portaobjetos para cultivo tisular. En la prueba
se incluirdn un control del cultivo celular sin infectar y los sueros control positivo y negativo. Los
cultivos infectados y los cultivos control se fijan con acetona a —20°C durante 10 minutos y se guardan
a 4°C. Se preparan diluciones de los sueros problema en PBS, comenzando con una dilucién a 1/5, y
los positivos se identifican utilizando una gammaglobulina anti-oveja conjugada con isocianato de
fluoresceina (Davies & Otema, 1978). Pueden producirse reacciones cruzadas con el virus del ectima
contagioso, con el de la estomatitis papular bovina y quizds con otros poxvirus.

Analisis por inmunoelectrotransferencia

El andlisis por inmunoelectrotransferencia de los sueros problema frente a lisados de células
infectadas por capripoxvirus proporciona un sistema sensible y especifico para la deteccion del
anticuerpo contra las proteinas estructurales de capripoxvirus, aunque la prueba es cara y dificil de
llevar a cabo (Chand et al., 1994).

Enzimoinmunoanalisis

No se dispone de ningun ELISA validado para el diagnéstico seroldgico ni del VVO ni del VVC.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

Antecedentes

1.1.

Fundamentos y uso previsto del producto

Se han utilizado varias vacunas atenuadas e inactivadas contra capripoxvirus e inactivadas para la
proteccion contra los virus de la viruela ovina y de la viruela caprina. Todas las cepas de capripoxvirus
de origen ovino, caprino o bovino examinadas hasta ahora comparten un sitio de neutralizacién
principal, de forma que los animales recuperados de la infeccion por una cepa son resistentes a la
infeccion por cualquiera de las otras (Capstick, 1961). En consecuencia, es posible utilizar una sola
cepa de capripoxvirus para proteger a las ovejas y a las cabras contra todas las cepas naturales del
virus, con independencia de que su origen estuviera en Asia o Africa (Kitching et al., 1986b; Kitching &
Taylor, 1985). No obstante, las observaciones realizadas a nivel de campo indican que ciertas cepas
son bastante especificas de hospedador, y solo se utilizan en ovejas contra el VVO o solo en cabras
contra el VVC.

Una serie de cepas de capripoxvirus se han utilizado mucho como vacunas vivas (Davies & Mbugwa,
1985), como por ejemplo, las cepas Romanian y RM-65, que se utilizan basicamente en ovejas, y la
Mysore y la Gorgan, que se utilizan en cabras. Recientemente, se ha comprobado que el virus de la
viruela ovina y caprina de Kenia 0240 que se utiliza con frecuencia en una vacuna contra la viruela
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ovina y caprina, en realidad es un VDNC (Tuppurainen et al., 2014). La identidad y las propiedades de
atenuacion de la cepa virica deben comprobarse y tenerse en cuenta a la hora de escoger las cepas
vacunales que se utilizaran en ganado bovino, ovejas y cabras. La dosis protectora depende de la
cepa vacunal utilizada. La inmunidad contra la viruela ovina y caprina en las ovejas y las cabras
después de la vacunacion con la cepa 0240 dura mas de un afio, y la cepa Romanian proporcioné
proteccion durante al menos 30 meses.

Las vacunas muertas producidas a partir de cultivo tisular contienen solo el virién maduro intracelular
del virus, y no el virién con envoltura extracelular, menos robusto pero biolégicamente crucial. Como
consecuencia, este tipo de vacuna no estimula la inmunidad contra el virion con envoltura extracelular,
lo cual da lugar a una escasa proteccién. Las vacunas contra capripox muertas proporcionan como
mucho una proteccién temporal.

2. Resumen de la produccién y requisitos minimos para las vacunas convencionales

Los requisitos generales establecidos para las instalaciones en las que se producen vacunas y para el
mantenimiento de la documentacioén y registros a lo largo de todo el proceso de fabricacion se describen en el
Capitulo 1.1.8 Principios de produccion de vacunas veterinarias. La documentacién debe incluir los
procedimientos estandarizados de trabajo (PET) aplicables al método de fabricaciéon y a cada paso del analisis
de células y reactivos utilizados en el proceso, a cada lote y al producto final.

2.1. Caracteristicas del inéculo

2.1.1. Caracteristicas bioldgicas

Una cepa de capripoxvirus utilizada en la produccién de una vacuna debe ir acompafiada de un
historial en el que se describa su origen y su pase por cultivos de tejidos o por animales. Debe
ser inocua para utilizarla en todas las razas de ovejas y cabras en las que se pretenda emplear,
incluyendo los animales gestantes y los de corta edad. No debe ser transmisible, debe
permanecer atenuada después del pase posterior por un cultivo tisular, y proporcionar una
proteccion completa frente al desafio con cepas naturales virulentas durante un minimo de un
afio. Sera conveniente preparar una cantidad de indculo original del virus vacunal y guardarlo
con el fin de proporcionar un inéculo de trabajo constante para la produccién regular de
vacuna.

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

Cada in6culo original deben analizarse para garantizar su identidad y comprobar que esta libre
de virus extrafios, en concreto pestivirus, como el virus de la enfermedad de la frontera o el
virus de la diarrea virica bovina, y libre de contaminacion bacteriana, fingica y/o micoplasmica.
Los procedimientos generales para las pruebas de esterilidad/pureza se describen en el
Capitulo 1.1.9. El inéculo original también debe ser inocuo y no debe producir reaccion clinica
en ninguna de las razas ovinas ni caprinas cuando se administra por la via recomendada, y
debe estimular una inmunidad completa frente al virus de la viruela ovina y caprina en todas las
razas ovinas y caprinas durante al menos 1 afio. Las pruebas de inocuidad y potencia
necesarias se describen en el parrafo C.2.2.4 Pruebas en los lotes de producto final.

2.2. Método de fabricacion
El método de fabricacion debe documentarse como Resumen de la Produccion.

2.2.1. Procedimiento

El in6culo de vacuna debe liofilizarse y guardarse en viales de 2 ml a —20°C. Se puede guardar
en estado himedo a —20°C, pero de ser asi, es mas estable a —70°C o0 a una temperatura mas
baja. Para obtener un rendimiento éptimo, el virus debe cultivarse en células primarias o
secundarias LT o LK de oveja lanar. También pueden utilizarse células Vero con cepas
adecuadamente adaptadas.

Los lotes de vacuna se producen sobre monocapas frescas de células secundarias LT o de
células primarias LK. Se reconstituye un vial de inéculo virico con GMEM u otro medio
apropiado y se inocula en una monocapa de células LT o LK, que previamente se ha lavado
con PBS templado, y se permite la adsorcion a 37°C durante 15 minutos a 37°C antes de
recubrir la mezcla con GMEM adicional. Transcurridos 4-6 dias, debera apreciarse un gran
efecto citopatico (80-90%). El cultivo deberd examinarse en busca de indicios de ECP no
especifico, turbidez o cambio en el pH del medio. Se congela y descongela el cultivo tres
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veces, se recoge la suspension y se centrifuga a 600 g durante 20 minutos. Puede requerirse
un segundo pase para producir una cantidad de virus suficiente para obtener un lote de
produccién. Puede producirse vacuna viva sobre frascos rodillo.

Se repite el procedimiento y el producto obtenido de cada uno de los frascos numerados por
separado se mezcla también por separado con un volumen igual de hidrolizado estéril de
lactoalbimina al 5% frio y sacarosa al 10%, y se transfiere a frascos numerados por separado
para su conservacion a —20°C. Antes se toman 0,2 ml de cada frasco para un control de
esterilidad, y una muestra adicional de 0,2 ml para la titulacion del virus. Se toman mezclas de
2 ml formadas por las muestras de 0,2 ml tomadas de los diez frascos. Debe conservarse un
registro escrito de todos los procedimientos para todos los lotes de vacuna.

Las vacunas inactivadas se producen normalmente a partir de cepas naturales de capripoxvirus
sin atenuar que han crecido en cultivos de tejidos como se ha descrito anteriormente,
inactivadas con formaldehido al 0,03%, y mezcladas con un volumen igual de alhidrogel como
adyuvante. Ya no se considera adecuado el formaldehido para la inactivacion de ciertas
vacunas viricas debido a que su modo de accién no puede garantizar que sea totalmente eficaz
para la inactivacion de todos los virus vivos. Este extremo no ha sido completamente
investigado para capripoxvirus.

2.2.2. Requisitos para los sustratos y los medios

La especificacion y la fuente de todos los ingredientes utilizados en el proceso de fabricacion
deben documentarse, y debe comprobarse la ausencia de agentes extrafios: bacterias, hongos,
micoplasmas y cualquier otro virus. El procedimiento analitico se describe en detalle en el
Capitulo 1.1.9. La utilizacion de antibiéticos debe cumplir los requisitos de la autoridad
correspondiente.

2.2.3. Controles durante el proceso
i) Células

Las células se obtendran a partir de testiculo o rifién de un cordero joven y sano de un
rebafio libre de prurigo lumbar de una raza ovina lanar. Las células deben observarse
durante el cultivo en busca de indicios de efecto citopatico y de morfologia normal
(predominantemente fibroblasticas). Normalmente se pueden llevar a cabo con éxito hasta
diez pases de estas células. Cuando estas se utilicen para la produccion de vacunas, se
realizardn paralelamente cultivos control sin infectar, y se mantendran al menos durante
tres pases mas para su posterior observacién. Se comprobara si contienen cepas de virus
no citopéaticos de la diarrea virica bovina o de la enfermedad de la frontera mediante
técnicas de inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa. Si resulta posible, se hara una
preparacion de células y un cribado antes de la produccion de la vacuna y se conservara
en alicuotas de 1-2 ml que contengan 2 x 107 células/ml en una solucién con un 10% de
DMSO (dimetilsulféxido) y un 90% de FBS (suero fetal bovino) mantenida en nitrégeno
liquido.

i)  Suero

El suero bovino utilizado en el medio de crecimiento o de mantenimiento debera estar
libre de encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) y de anticuerpos contra
capripoxvirus, y debe comprobarse que esté libre de contaminacion con pestivirus o
cualquier otro virus o bacterias, micoplasmas u hongos extrafios.

ii) Medio

Debe comprobarse que el medio esté libre de contaminacion por pestivirus o cualquier
otro virus, bacterias, micoplasmas u hongos extrafios.

iv) Virus

El virus de indculo y la vacuna final deben titularse en tubos de cultivos celulares o en
placas de microtitulacion. En muestras de vacuna debe comprobarse si contienen de virus
ajenos, incluyendo cepas de pestivirus citopaticas y no citopaticas, y deben mezclarse con
un suero inmune contra capripoxvirus con un titulo alto que haya dado resultado negativo
con relacién a los anticuerpos contra pestivirus, con el fin de impedir que el virus vacunal
mismo interfiera con la prueba. El material de la vacuna puede mantenerse a —20°C o
menos temperatura hasta que se completen todas las pruebas de esterilidad y de
titulacién, y entonces se liofilizara en alicuotas de 1 ml en viales suficientes para
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100 dosis. El producto vacunal diluido con hidrolizado de lactoalbumina y sacarosa tendra
un titulo minimo de logio 4,5 DICTso por mililitro después de la liofilizacion, equivalente a
una dosis de campo de logio 2,5 DICTso. Se lleva a cabo una titulacién posterior en cinco
viales de la preparacion liofilizada, elegidos al azar para confirmar el titulo.

2.2.4. Pruebas en lotes de producto final

i)

i)

ii)

Esterilidad/pureza

Las pruebas de esterilidad y de ausencia de contaminacion en los materiales bioldgicos
de uso veterinario se detallan en el Capitulo 1.1.9.

Inocuidad

La inocuidad debe comprobarse mediante estudios de vacunacion estadisticamente
validos utilizando ovejas y cabras de corta edad seronegativas que se sepa que son
sensibles al virus de la viruela ovina y caprina. El procedimiento descrito es adecuado
para cepas vacunales como la 0240 que son igual de inmundgenas en ovejas que en
cabras. La eleccién del animal de destino debe adaptarse a cepas con una preferencia de
hospedador mas restringida.

Potencia

Deben realizarse pruebas de potencia si no se conoce la dosis minima inmunizante de la
cepa virica. Esto se lleva a cabo mediante la comparacién del titulo de un virus de desafio
virulento en los costados de los animales vacunados y de los animales control. Después
de la vacunacion, se afeita la lana o el pelo del costado de al menos tres animales y de
tres controles. Se preparan diluciones logaritmicas decimales del virus de desafio en PBS
estéril, y se inoculan por via intradérmica seis de estas diluciones (0,1 ml por indculo) a lo
largo de la longitud del flanco; inoculando adicionalmente cuatro réplicas de cada dilucion
verticalmente de arriba hacia abajo también en el flanco. Es posible que se desarrolle una
inflamacién edematosa en los 24 sitios de inoculacién en los animales de control, aunque
preferiblemente habrd poca reaccion o ninguna en los cuatro sitios de los indculos méas
diluidos. Dentro de las 24 horas los animales vacunados desarrollardn una reaccion de
hipersensibilidad inicial en los puntos de inoculacién que disminuird rapidamente. Pueden
desarrollarse pequefias zonas de necrosis en el punto de inoculacién del virus de desafio
mas concentrado. La macula/papula se mide entre 8 y 10 dias después del desafio. El
titulo del virus de desafio se calcula tanto para los animales vacunados como para los
animales control; se considera evidencia de proteccion una diferencia en el titulo de mas
de logio 2,5.

2.3. Requisitos para la autorizacion

2.3.1. Requisitos de inocuidad

i)

i)

Inocuidad en especies de destino y no de destino

La vacuna debe ser inocua en todas las razas ovinas y caprinas en las que pretenda
utilizarse, incluidos animales de corta edad o gestantes. Tampoco debe ser transmisible y
permanecer atenuado tras un pase mas por cultivo tisular.

Deben llevarse a cabo pruebas de inocuidad en el producto final de cada lote como se
describe en el parrafo C.2.2.4.

La inocuidad de la vacuna en animales no de destino debe haberse demostrado utilizado
ratones y cobayas como se describe en el parrafo C.2.2.4. No debe haber indicios de
anatomopatologia causada por la vacuna.

Reversion a la virulencia en vacunas atenuadas/vivas

La vacuna final escogida no debe revertir a la virulencia durante posteriores pases en las
especies de destino.
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3.

iii) Consideraciones ambientales

La vacuna atenuada no debe poder perpetuarse autbnomamente en poblaciones bovinas,
ovinas ni caprinas. No deben utilizarse vacunas con la cepa 0240 en razas de Bos taurus.
Las acepas de capripoxvirus no suponen un riesgo para la salud humana. No debe
aplicarse ninguna otra precaucion aparte de las descritas anteriormente en cuanto a
esterilidad y ausencia de agentes extrafios.

2.3.2. Requisitos de eficacia

i) Para la produccién animal

La eficacia de la vacuna debe demostrarse en pruebas de vacunaciéon de desafio en
condiciones de laboratorio. Como se ha descrito en el apartado C.2.2.4.

Una vez se ha determinado la potencia de la cepa concreta que se esta utilizando para
producir la vacuna, en cuanto a dosis minima necesaria para proporcionar inmunidad, no
es necesario repetirlo en el producto final de cada lote, siempre que se haya determinado
el titulo del virus presente.

i)  Para el control y la erradicacion

La vacunacion es la Unica forma eficaz de controlar los brotes de viruela ovina y caprina
en paises endémicos. Desafortunadamente, actualmente no se dispone de vacunas
marcadoras que permitan diferenciar entre animales infectados y animales vacunados.

La inmunidad de las ovejas y de las cabras a los virus naturales virulentos después de la
vacunacion con la cepa 0240 dura mas de 1 afio, y la proteccién contra la infeccién
generalizada después de la vacunacion intradérmica dura al menos tres afios, y es eficaz
durante toda la vida. La duracion de la inmunidad producida por otras cepas vacunales se
establecera en las ovejas y en las cabras mediante la realizaciéon de pruebas controladas
en unas condiciones en las que no haya posibilidad de que las cepas naturales de
capripoxvirus interfieran los resultados. Las vacunas inactivadas proporcionan inmunidad
durante menos de 1 afio, y por los motivos indicados al principio de este apartado, puede
no conferir inmunidad contra la forma de capripoxvirus habitualmente asociada a la
transmisién natural.

2.3.3. Estabilidad

A todas las vacunas se asigna inicialmente un periodo de validez de 24 meses antes de la
fecha de caducidad. A continuacion, se llevan a cabo pruebas de estabilidad en tiempo real
para confirmar que la fecha de caducidad es adecuada. Deben volver a titularse multiples lotes
de la vacuna periddicamente a lo largo de todo el periodo de validez para determinar la
variabilidad de la vacuna.

Las preparaciones de la vacuna de la viruela ovina y caprina adecuadamente liofilizadas, en
particular aquellas que incluyen un protector como la sacarosa y el hidrolizado de
lactoalbumina son estables durante méas de 25 afios cuando se guardan a —20°C, y 2—4 afios si
se hace a 4°C. Hay pruebas de que son estables a temperaturas mas altas, pero no se tiene
constancia de experimentos controlados a largo plazo. Las vacunas inactivadas deben
almacenarse a 4°C, y se les suele asignar un periodo de validez de 1 afio.

Para la preparacion liofilizada no se requiere ningln otro conservante, aparte de un protector,
como la sacarosa o el hidrolizado de lactoalbumina.

Vacunas basadas en la ingenieria genética

3.1. Vacunas disponibles y sus ventajas

Actualmente no se comercializa ninguna vacuna recombinante contra capripoxvirus. Sin embargo, se
esta desarrollando una nueva generacion de vacunas contra la viruela ovina y caprina que utiliza el
genoma de capripoxvirus como un vector para los genes de otros agentes patégenos de los
rumiantes, como el virus de la peste de los pequefios rumiantes (PPR) (Berhe et al., 2003;
Tuppurainen et al., 2014).
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3.2. Requisitos especiales para las vacunas desarrolladas mediante ingenieria genética, si las hay

No es aplicable.
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*

* *

NB: Existen Laboratorios de Referencia de la OIE para la viruela ovina y la viruela caprina
(puede consultarse 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 los Laboratorios de Referencia de la OIE para cualquier otro dato sobre las pruebas de
diagndstico, los reactivos y las vacunas para la viruela ovina y la viruela caprina.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1989. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2017.
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