CAPITULO 3.9.2.

VIRUELA DEL CAMELLO

RESUMEN

La viruela del camello es una enfermedad virica infecciosa muy extendida entre los camélidos del
viejo mundo. Los camélidos del nuevo mundo también son susceptibles. La enfermedad tiene lugar
en las zonas de cria de camellos de Africa, al norte del ecuador, de Oriente Medio y de Asia, con el
consiguiente impacto econémico por las pérdidas de produccién y, a veces, por la mortalidad. La
viruela del camello no tiene lugar en la poblacién de camellos asalvajados de Australia. El virus de
la viruela del camello pertenece a la familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae, género
Orthopoxvirus. La enfermedad se caracteriza por la aparicion de fiebre, lesiones generalizadas o
locales por viruela en la piel y en las membranas mucosas de la boca y en los tractos respiratorio y
digestivo. Los signos varian desde la infeccion asintomatica a la infeccion sistémica leve,
moderada y, con menos frecuencia, grave e incluso la muerte. La enfermedad se presenta con
mayor frecuencia y gravedad en los animales de corta edad y en hembras gestantes. La
transmisién se debe al contacto directo entre los animales infectados y susceptibles o a la infeccion
indirecta por la contaminacion del medioambiente. Se sospecha del papel de los insectos en la
transmisién porque con frecuencia se observa que la enfermedad aparece después de las lluvias.
El virus de la viruela del camello es especifico de ese hospedador y no infecta a otros animales. En
la region noreste de la India se describié en 2009 una infeccién por el virus de la viruela del
camello en seres humanos asociada a brotes en dromedarios (Camelus dromedarius). Fue un
incidente aislado que ilustra que el virus de la viruela del camello tiene poca importancia para la
salud publica.

Identificacion del agente: El diagnoéstico provisional de la infeccién por la viruela del camello se
basa en los signos clinicos. No obstante, se cree que las infecciones de camellos que cursan con
ectima contagioso (orf), el virus del papiloma y la reaccion a las picaduras de los insectos son
diagndsticos diferenciales en las primeras fases clinicas y en los casos leves de la viruela del
camello. Se dispone de varios métodos de diagndstico, y donde sea posible, se debe utilizar mas
de uno para el diagnéstico confirmativo de la enfermedad.

El método mas rapido de confirmacion laboratorial de la viruela del camello es la observacion de
los viriones caracteristicos del ortopoxvirus con forma de ladrillo en las lesiones de la piel, las
costras, o las muestras de tejido mediante microscopia electronica de transmision (MET). El virus
de la viruela del camello es claramente distinto del parapoxvirus de forma ovoide, que es el agente
etiologico del principal diagndstico diferencial: el orf del camello. Sin embargo, pueden observarse
los dos virus de forma simultdnea mediante MET, a modo de infecciones duales.

La viruela del camello puede confirmarse mediante la deteccién del antigeno de la viruela del
camello en las costras y en las lesiones del tejido producidas por la viruela utilizando
inmunohistoquimica. Es un método relativamente sencillo que puede realizarse en los laboratorios
gue no disponen de MET. Ademas, las muestras parafinadas pueden guardarse durante un largo
periodo de tiempo, lo que permite la realizacién de futuros estudios epidemiolégicos con caracter
retrospectivo.

El virus de la viruela del camello se puede propagar en la membrana corioalantoidea (MCA) de
huevos embrionados de pollo. Después de 5 dias, se pueden observar las lesiones tipicas de la
MCA. El virus de la viruela del camello produce el tipico efecto citopatico en una gran variedad de
cultivos celulares. Pueden observarse cuerpos de inclusion eosindfila e intracitoplasmaticos,
caracteristicos de la infeccion por poxvirus en células infectadas mediante la tincién con
hematoxilina y eosina. Se puede confirmar la presencia del acido nucleico virico mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, y se pueden identificar diferentes cepas del virus de la
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viruela del camello mediante el analisis del ADN con enzimas de restriccion. Se ha descrito un
enzimoinmunoanalisis (ELISA) de captura del antigeno para la deteccion del virus de la viruela del
camello.

Pruebas serolégicas: Existe una amplia gama de pruebas serolégicas para la identificacion de la
viruela del camello, como la neutralizacién del virus y el ELISA.

Requisitos para las vacunas: Se comercializan tanto vacunas atenuadas como inactivadas. La
vacunacion con la vacuna atenuada proporciona proteccion durante al menos 6 afios, y con la
inactivada, durante 12 meses.

A. INTRODUCCION

La viruela del camello ocurre en casi todos los paises en los que existe la cria de camellos, ademéas del
dromedario introducido en Australia y los tilopodos (la llama y otras especies relacionadas) de Sudamérica. Se
ha informado de brotes de la enfermedad en Oriente Medio (Bahrain, Iran, Irag, Oman, Arabia Saudita, Emiratos
Arabes Unidos y Yemen), en Asia (Afganistan y Pakistan), en Africa (Argelia, Egipto, Etiopia, Kenia, Mauritania,
Marruecos, Niger, Somalia y Sudan) (Mayer & Czerny, 1990; Wernery et al., 1997b) y en zonas del sur de Rusia
y en la India. La enfermedad es endémica en esos paises y esta sujeta a un patron de brotes esporadicos que
aumentan durante la estacion lluviosa.

La viruela del camello esta causada por el virus Orthopoxvirus cameli, que pertenece al género Orthopoxvirus, de
la familia Poxviridae. En base al andlisis de las secuencias, se ha determinado que el virus de la viruela del
camello es el que mas estrechamente se relaciona con el virus variola, que es el agente etiologico de la viruela.
Se han vacunado camellos de forma eficaz contra la viruela del camello con cepas del virus vaccinia. El tamafio
medio del virus es de 265-295 nm. Los ortopoxvirus poseen una envoltura, tienen forma de ladrillo y la
membrana exterior esta cubierta de proteinas tubulares dispuestas de forma irregular. Un virion consta de una
envoltura, una membrana externa, dos cuerpos laterales y un nucleo. El &cido nucleico es un ADN lineal
bicatenario. El virus se replica en el citoplasma de la célula hospedadora, en los denominados cuerpos de
inclusion. El virus de la viruela del camello hemoaglutina eritrocitos de gallo joven. No obstante, la
hemoaglutinacion puede ser escasa (Davies et al., 1975). El virus de la viruela del camello es resistente al éter y
sensible al cloroformo (Davies et al., 1975; Tantawi et al., 1974). También es sensible al pH 3-5 y pH 8,5—
10 (Davies et al., 1975). Los virus de la viruela son susceptibles a varios desinfectantes, incluido el hipoclorito
sadico al 1%, el hidroxido de sodio al 1%, el acido peracético al 1%, el formaldehido, la formalina al 0,5-1% y los
compuestos de amonio cuaternario al 0,5%. El virus puede destruirse al autoclave, hirviéndolo 10 minutos, y se
elimina con rayos ultravioleta (longitud de onda de 245 nm) en unos pocos minutos (Coetzer, 2004).

Normalmente, el periodo de incubacion es de entre 9 y 13 dias (oscila entre 3 y 15 dias). Los signos clinicos de
la viruela del camello varian desde las infecciones locales latentes y leves, que afectan sélo a la piel, hasta los
signos clinicos moderados o graves, que posiblemente reflejan las diferencias existentes entre las cepas de la
viruela del camello o las diferencias entre los estados inmunitarios cada animal (Wernery & Kaaden, 2002). La
enfermedad se caracteriza por la fiebre, el agrandamiento de los nédulos linfaticos y las lesiones cutaneas. Estas
ultimas aparecen entre 1 y 3 dias después del comienzo de la fiebre, manifestandose al principio como méculas
edematosas, y transformandose luego en pupas y en ampollas para convertirse finalmente en pustulas. Tras su
ruptura, las pulstulas se convierten en costras. Estas lesiones aparecen en primer lugar en la cabeza, los
parpados, las fosas nasales y los bordes de las orejas. En los casos graves, puede hincharse toda la cabeza.
Mas tarde, las lesiones cutaneas pueden extenderse al cuello, las patas, los genitales, las glandulas mamarias y
el periné. En caso de presentarse de forma generalizada, las lesiones debidas a la viruela pueden extenderse
por todo el cuerpo. Las lesiones cutdneas pueden tardar entre 4 y 6 semanas en curarse. En la variante
sistémica de la enfermedad, las lesiones variolosas pueden observarse en las mucosas de la boca y del aparato
respiratorio (Kritz, 1982; Wernery & Kaaden, 2002).

Los animales pueden presentar salivacion, lagrimeo y rinorrea mucopurulenta. En la forma sistémica de la
enfermedad pueden presentarse diarrea y anorexia. Es posible que las hembras gestantes aborten. La muerte
normalmente se debe a infecciones secundarias y a septicemia (Wernery & Kaaden, 2002).

El examen histopatologico de los primeros nddulos cutdneos revela una hinchazén citoplasmatica tipica, y la
vacuolizacion y redondeo de los queratinocitos del estrato espinoso externo. La rotura de estas células produce
ampollas y edema localizado. Se produce la infiltracion perivascular de las células mononucleares y la infiltracién
variable de los neutréfilos y los eosindfilos. Puede presentarse una hiperplasia epitelial pronunciada en los
bordes de las lesiones cutaneas (Yager et al., 1991).

Solo existen unas pocas descripciones detalladas de anatomopatologia de la viruela del camello. Las lesiones
observadas en el examen post mértem de los camellos que mueren tras una infeccién grave por la viruela del
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camello son lesiones multiples similares a las de la viruela en las mucosas de la boca y del aparato respiratorio.
Las lesiones pulmonares pueden tener un diametro de entre 0,5y 1,3 cm, y, en ocasiones, de hasta 4 o 5cm.
Las lesiones de menor tamafio pueden tener un centro hemorragico. Las lesiones pulmonares se caracterizan
por una degeneracion hidrépica, proliferacion de las células epiteliales de los bronquios e infiltracién de las zonas
afectadas por macréfagos, necrosis y fibrosis (Kinne et al., 1998; Pfeffer et al., 1998a; Wernery et al., 1997a).
También se observan lesiones causadas por la viruela en la mucosa traqueal y en la retina, que causan ceguera.

La tasa de morbilidad de la viruela del camello es variable y depende del grado de circulacion del virus dentro del
rebafio. Los analisis serolégicos llevados a cabo en varios paises revelan la existencia de una gran prevalencia
de anticuerpos frente a la viruela del camello (Wernery & Kaaden, 2002). La incidencia de la enfermedad en
mayor en los machos que en las hembras y la tasa de mortalidad en mayor en los animales de corta edad que en
los adultos (Kritz, 1982). En estos Ultimos, dicha tasa se sitla entre el 5% y el 28%, y en los de corta edad, entre
el 25% y el 100% (Mayer & Czerny, 1990).

La transmision tiene lugar por el contacto directo entre animales infectados y animales susceptibles o por la
infeccion indirecta por la via de la contaminacién medioambiental. Normalmente, la infeccién se adquiere por
inhalacion o a través de rozaduras cutaneas. El virus se excreta a través de la leche, la saliva, el lagrimeo y la
rinorrea. Las costras secas desprendidas de las lesiones varitlicas pueden contener virus vivos durante al menos
4 meses y contaminar el medio ambiente. Se ha sospechado del papel de los artrépodos como vectores en la
transmisién de la enfermedad. El virus de la viruela del camello se ha detectado mediante microscopia
electronica de transmision (MET) y el aislamiento del virus en la garrapata del camello, Hyalomma dromedarii,
recogida de los animales infectados con el virus de la viruela del camello. EIl aumento de la poblaciéon de
garrapatas durante la estacion lluviosa puede influir en la propagacion de la enfermedad (Wernery et al., 1997a).
Sin embargo, pueden estar implicados otros posibles vectores, como las moscas picadoras y los mosquitos.

Se ha sugerido que la virulencia del virus de la viruela del camello puede depender de la cepa (Wernery &
Kaaden, 2002). El andlisis del ADN mediante enzimas de restriccion permite la comparacion de las cepas. No
obstante, hasta la fecha no se ha demostrado la existencia de diferencias con respecto a la cepa vacunal
(Wernery et al., 1997a).

La inmunidad frente a la viruela del camello es de tipo humoral y celular. No se conoce de forma exhaustiva la
importancia proporcional de estos dos mecanismos, pero se cree que los anticuerpos en circulacion no reflejan el
estado inmunolégico del animal (Wernery & Kaaden, 2002). Tras la infeccion, se adquiere inmunidad de por vida.
La vacuna viva atenuada proporciona una proteccién frente a la enfermedad durante al menos 6 afios, o
probablemente mas (Wernery & Zachariah, 1999). La vacuna inactivada proporciona proteccién soélo durante
1 afio.

El virus de la viruela del camello es muy especifico del hospedador y no infecta a otras especies animales, como
el ganado vacuno, las ovejas o las cabras. El virus de la viruela del camello se clasifica en el Grupo 2 de Riesgo
de infeccion humana y debe manipularse aplicando las medidas correspondientes, que se describen en el
Capitulo 1.1.4 Bioseguridad y bioproteccién: norma para la gestion del riesgo biolégico en el laboratorio
veterinario y en las instalaciones de los animales. Las medidas de biocontencidon deben determinarse mediante
un andlisis del riesgo, como se describe en el Capitulo 1.1.4. Se han descrito varios casos humanos (Kritz,
1982); el mas reciente en la India (Bera et al., 2011), con signos clinicos como papulas, vesiculas, ulceracion vy,
por ultimo, costras en los dedos y las manos. No obstante, estos casos, asi como infecciones humanas incluso
mas leves, parecen ser muy infrecuentes, lo cual indica que el virus de la viruela del camello tiene poca
importancia para la salud publica.
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B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de la viruela del camello y su propésito

Propésito
Demostrar ausencia - . Determinar el
Método Demostrar ; i Contribuir a ) Determinar la ; L
> de infeccién en - Confirm . estado inmunitario
ausencia de . g las politicas prevalencia de ]
. - animales individuales ar casos A P en animales o
infeccién en de o la infeccion — )
2 antes de los I, clinicos L ; poblaciones tras
la poblacién . erradicacion vigilancia s
desplazamientos la vacunacién
e 1
Identificacién del agente
TEM — - n/a +++ — —
Aislamiento del
virus en cultivo - - n/a +++ - -
celular
Aislamiento del
virus en
membrana
corioalantoidea — - n/a +++ - -
de huevos de
gallina
embrionados
Inmuno-
. .. — - n/a +++ — —
histoquimica
PCR - - n/a +++ - -
PCR en tiempo _ _ n/a Tt _ _
real
Deteccién de la respuesta inmunitaria
ELISA +++ +++ n/a + +++ +++
Neutra\l/lizr::\gon del +++ +++ n/a + +++ +++

Clave: +++ = método recomendado; ++ = método idoneo; + = puede utilizarse en algunas situaciones, pero el coste, la
fiabilidad y otros factores limitan mucho su aplicacion; — = no adecuado para este propdésito; n/a = no es aplicable.
Aunque 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.

TEM: Microscopia electrénica de transmision; PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; ELISA = enzimoinmunoanalisis.

Durante la fase virémica de la enfermedad (una semana desde la aparicién de los signos) se puede aislar el virus
de la viruela del camello en cultivos celulares a partir de muestras de sangre heparinizada, o se puede detectar el
ADN virico mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de sangre en EDTA (acido
etilendiaminotetraacético). Las muestras de sangre deben recogerse de forma estéril mediante puncién en vena.
Las muestras de sangre con anticoagulante para el aislamiento virico a partir de la capa de células leucocitarias
deben colocarse de inmediato en hielo y procesarse lo antes posible. En la practica, se pueden guardar las
muestras a 4°C hasta 2 dias antes que se procesen, pero no se deben congelar ni mantener a temperatura
ambiente.

La sangre obtenida para las muestras de suero debe recogerse en tubos sin anticoagulante. Los tubos de sangre
deben mantenerse a temperatura ambiente durante 4-8 horas hasta que empiece a contraerse el coagulo, tras lo
cual se centrifuga la sangre a 1.000 g durante 10 o 15 minutos. Se puede recoger con una pipeta el suero
separado, manteniéndolo a 4°C durante un corto periodo de tiempo o guardandolo a —20°C.

1 Se recomienda una combinacion de métodos de identificacion del agente en la misma muestra clinica.
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Se deben recoger como minimo 2 g de tejido procedente de las biopsias cutaneas y de los 6rganos utilizados
para el aislamiento del virus y la histopatologia. Para la PCR, se deben colocar unos 30 o 50 mg de muestra de
tejido en un criotubo, o un recipiente similar, y se deben mantener a 4°C para el transporte y guardar a —20°C
hasta su procesamiento. Las muestras de tejido recogidas para el aislamiento del virus deben guardarse en un
medio de transporte de virus, como caldo de triptosa tamponado con Tris 0 medio minimo esencial (MEM) sin
suero fetal bovino (FCS), deben mantenerse a 4°C para el transporte y deben guardarse a —80°C hasta su
procesamiento. El material para histologia debe colocarse, inmediatamente después de su recogida, en un
volumen de formalina al 10 % diez veces superior al volumen de la muestra. El tamafio de las muestras no debe
sobrepasar los 0,5 cm x 1-2 cm. Las muestras conservadas en formalina pueden transportarse a temperatura
ambiente.

1. Identificacion del agente

1.1. Microscopia electrénica de transmisién

La MET es un método rapido de observacion del virus de la viruela del camello en las costras o las
muestras de tejido. No obstante, para obtener un diagndstico positivo se requiere una concentracion
relativamente grande del virus en la muestra, y el virus de la viruela del camello no puede ser
diferenciado de otras especies de ortopoxvirus. Sin embargo, actualmente, la MET es el mejor método
para diferenciar los casos clinicos de viruela del camello y los de orf causados, respectivamente, por el
virus de la viruela del camello y el parapoxvirus, aunque esos virus si pueden diferenciarse mediante
técnicas serologicas y mediante la PCR (Mayer & Czerny, 1990).

1.1.1. Preparacion de la muestra

La muestra debe tener un tamafio de al menos 30-50 mg. Se trituran las costras o la muestra
de tejido con una cuchilla desechable o con tijeras y pinzas estériles. Se tritura la muestra en
cinco veces su volumen de una solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con antibiéticos
(tales como 10° de unidades internacionales [Ul] de penicilina y 10 mg de estreptomicina por
ml) en un mortero con arena estéril. Se transfiere la muestra a un tubo de centrifuga y se
congela y descongela tres veces para liberar el virus de las células. Se agitan las muestras con
vértex mientras se descongelan. Se colocan los tubos en hielo y se sonican durante
30 segundos a 80 Hz. Se centrifugan a 1.000 g durante 10 minutos para separar las particulas
macroscopicas y recoger el sobrenadante (Pfeffer et al., 1996; 1998b).

1.1.2. Procedimiento analitico

Se colocan 10 pl del mencionado sobrenadante en rejillas cubiertas con poli-L-lisina y se
incuban a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se elimina el liquido con un papel de filtro
para la cromatografia. Se afiade una gota de acido fosfo-tingstico al 2% (diluido en agua estéril
y ajustando el pH a 7,2 con NaOH) a la rejilla, se incuba a temperatura ambiente durante
5 minutos y se seca al aire. Se examina la rejilla mediante MET (Pfeffer et al., 1996; 1998b).

El virus de la viruela del camello tiene una forma tipica de ladrillo con proteinas tubulares de
superficie dispuestas de forma irregular. Los parapoxvirus son ligeramente mas pequefios, con
forma ovoide, y las proteinas de superficie estan dispuestas de forma regular.

1.2. Aislamiento del virus en cultivos celulares

El virus de la viruela del camello puede propagarse en una gran variedad de cultivos celulares, como
las siguientes lineas celulares: Vero, rifibn de mono MA-104 y MS, rifibn de hamster lactante (BHK) y
piel de camello Dubai (Dubca), y los siguientes cultivos primarios de células: testiculo de cordero,
rifién de cordero, rifion de embrién de camello, rifidn de ternero y fibroblastos de embrién de pollo
(Davies et al., 1975; Tantawi et al., 1974).

Se preparan las muestras para el aislamiento del virus tal como se describe en el apartado B.1.1.1.

1.2.1. Procedimiento analitico

Se incuban 400 pl del sobrenadante durante 1 hora a temperatura ambiente y durante toda la
noche a 4°C. Se filtra el sobrenadante con un filtro de a 0,45 um y se inocula en un frasco de
25 cm? que contenga células confluyentes. Se enjuaga el filtro con 0,5 ml del medio de
mantenimiento utilizado en el cultivo celular y se incuban los frascos a 37°C durante 1 hora. Se
afiaden al frasco 6—7 ml de medio fresco y se continda con la incubacion durante unos 10 dias.
Ante cualquier sospecha de contaminacién fungica, debe descartarse el medio contaminado y
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deben afadirse 5 pg/ml de anfotericina B a un medio nuevo. Deben observarse los frascos a
diario durante 10-12 dias.

A las 24 horas de la inoculacién, puede aparecer el tipico efecto citopatico (ECP) en las placas,
con la aparicion de focos de células redondeadas, separacién de células, formacién de células
gigantes y sincitios. Estos pueden contener hasta 20-25 nlcleos (Tantawi et al., 1974). El
crecimiento del virus de la viruela del camello en un cultivo celular puede confirmarse mediante
la MET, la PCR o el enzimoinmunoandlisis (ELISA) de captura de antigeno (Johann & Czerny,
1993).

1.3. Aislamiento del virus en la membrana corioalantoidea de huevos embrionados de pollo

El virus de la viruela del camello se puede aislar en la membrana corioalantoidea (MCA) de huevos
embrionados de pollo de 11-13 dias. Los huevos deben incubarse a 37°C y, a los 5 dias, los huevos
gue contengan embriones vivos se abren y se examina la MCA para comprobar si presentan lesiones
en forma de pustulas: pustulas densas y blanco-grisaceas. El virus de la viruela del camello no causa
la muerte en los huevos embrionados de pollo. La temperatura maxima para la formacion de lesiones
pustulosas es de 38,5°C. Si los huevos se incuban a 34,5°C, las pustulas son méas planas y puede
aparecer un centro hemorragico (Tantawi et al., 1974).

1.4. Immunohistoquimica

La inmunohistoquimica es un método relativamente rapido para la deteccion del virus de la viruela del
camello y puede utilizarse en lugar de la microscopia electrénica para establecer un diagnostico
provisional (Nothelfer et al., 1995). Es probable que cualquier anticuerpo policlonal contra el virus
vaccinia produzca resultados razonables con esta prueba debido a la amplia homologia existente
entre los virus vaccinia y los de la viruela del camello (Nothelfer et al., 1995).

1.4.1. Procedimiento analitico

En Kinne et al. (1998) y en Pfeffer et al. (1998b) se describe el siguiente procedimiento
inmunohistoquimico. Debe recogerse la puGstula cutdnea entera para el examen
inmunohistoquimico. Se fija el tejido con formalina al 10%, se deseca pasandolo por una serie
de alcoholes y se incluye en cera parafinada segun los procedimientos histopatoldgicos
estandarizados. Se preparan cortes de aproximadamente 3 um y se colocan en los
portaobjetos de vidrio. Se tratan los cortes desparafinados y deshidratados con 3% H;O;
preparado en agua destilada, durante 5 minutos y se lavan con PBS. Se incuban los
portaobjetos durante 60 minutos a 37°C con anticuerpos monoclonales 5B4? diluidos al 1/500
frente al virus vaccinia. Se retiran los anticuerpos monoclonales lavando dos veces con PBS
frio. Se incuban los portas durante 30 minutos con anticuerpos anti anticuerpos de raton
marcados con biotina. Se lavan con PBS durante 5 minutos y se incuban con estreptavidina-
peroxidasa durante 30 minutos. Se lavan de nuevo con PBS durante 5 minutos y se afade
diaminobenzidina como cromdgeno durante 10 minutos.

1.5. Reaccién en cadena de la polimerasa

La PCR es un método rapido y sensible para la deteccion del ADN ortopoxvirico. Se han descrito
varios métodos de PCR basada en gel para la deteccion del ADN del virus de la viruela del camello
(Balamurugan et al., 2009; Meyer et al., 1994; 1997; Ropp et al., 1995). Una PCR genérica, descrita
por Meyer et al. (1994), permite la deteccion y diferenciacion de las especies del género Orthopoxvirus
en base a los diferentes tamafios de los amplicones. Utilizando el par de cebadores 5-AAT-ACA-
AGG-AGG-ATC-T-3' y 5-CTT-AAC-TTT-TTC-TTT-CTC-3, se amplificara la secuencia de genes
codificadora de la proteina de inclusién de tipo A (ATIP). El tamafio del producto de la PCR, especifico
para el virus de la viruela del camello, es de 881 pb.

1.5.1. Procedimiento analitico de la PCR basada en gel

Se suspende una pequefia alicuota de las formaciones costrosas en 90 pl de solucion de lisis
(Tris/HCI 50 mM, pH 8,0, Na, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, dodecilsulfato de sodio al 1%) y se
afiaden 10 pl de proteinasa K (20 mg/ml, Invitrogen). Se digiere la muestra durante 10 minutos
a 37°C antes de desintegrar la costra o el tejido con un mango para tubo de microcentrifuga.

2 El anticuerpo monoclonal 5B4 esta disponible comercialmente. Para obtener mas informacion, comuniquese con el
Laboratorio de Referencia de la OIE (consulte la Tabla en la Parte 4 de este Manual Terrestre o consulte el sitio web de
la OIE para obtener la lista més actualizada).
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Se afiaden otros 350 pl de la solucién de lisis y 50 ul de proteinasa K, se mezcla con suavidad
y se incuba durante 3 horas a 37°C. Se extrae la suspension lisada con un volumen igual de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1) y se centrifuga a 8.000 g a 4°C durante 1 minuto.
Se recoge la fase acuosa superior y se mezcla de nuevo con idéntico volumen de
fenol/cloroformo/ alcohol isoamilico (25/24/1). Se centrifuga a 8.000 g a 4°C durante 1 minuto y
se transfiere la fase acuosa superior a un nuevo frasco. Se precipita el ADN afiadiendo un
volumen 1/10 de acetato de sodio 3 M y dos volimenes de etanol absoluto enfriado en hielo.
Se coloca la muestra a —70°C durante 30 minutos o a —20°C durante toda la noche. Se
centrifuga a 15.000 g durante 5 minutos a 4°C. Se desecha el sobrenadante y se lava el
precipitado con 0,5 ml de etanol al 70%. Se centrifuga a 15.000 g durante 5 minutos. Se
desecha el sobrenadante y el precipitado se seca al aire. Este se resuspende en 10 ul de agua
libre de nucleasa. Como alternativa, el ADN puede extraerse empleando kits comerciales de
extraccion de ADN.

La amplificacion del ADN se lleva a cabo en un volumen final de 50 pl que contenga 2 pl de
cada dNTP, cada cual a una concentracion de 10 mM, 5 pl de tampdn 10 x para PCR, 1,5 ul de
MgCl; 50 mM, 1 pl de cada cebador, 2,5 U de ADN polimerasa Taq, 1 pl de ADN molde y un
volumen adecuado de agua libre de nucleasa.

Se incuban las muestras en un termociclador: primer ciclo: 5 minutos a 94°C (paso inicial de
desnaturalizacion); segundo ciclo: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 45°C y 2,5 minutos a 72°C. Se
repite el segundo ciclo 29 veces. Ultimo ciclo: 10 minutos a 72°C (paso final de elongacion) y
se mantiene a 4°C hasta el andlisis.

Se mezclan 10 pl de una muestra con una solucién de tinte de carga y se carga en gel de
agarosa al 1% en tampon TBE (Tris/Borato/EDTA) que contenga bromuro de etidio o tincién
cianina para &cido nucleico. Se carga una via paralela con un ADN marcador de 100 pb. Se
separan los productos a 100V durante 30-40 minutos y se observan mediante un
transiluminador de UV. Se confirman las reacciones positivas segun el tamafio.

Se ha desarrollado un kit comercial para la PCR que permite la deteccion de ADN de
ortopoxvirus y contiene un segundo sistema “convencional” de amplificacion que consta de
cebadores para el gen de la hemaglutinina (HA) del ortopoxvirus. Se puede secuenciar e
identificar el amplicbn mediante su comparacién con las secuencias de ortopoxvirus ya
existentes.

1.6. PCR en tiempo real

Se suspende una pequefia cantidad de muestra (sangre, lesién cutanea, o tejido) en 200 pl de tampdn
de lisis y 20 pl de proteinasa K, y se incuba a 65°C durante 1 hora. La muestra lisada se extrae con un
volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifuga a 8.000 g durante
10 minutos. La fase acuosa superior se transfiere a un tubo limpio y el ADN se precipita afiadiendo
0,1 volumenes de acetato de sodio 3M y 2,5 voliumenes de etanol absoluto frio. Esta mezcla se deja a
20°C durante 1 hora y a continuacion se centrifuga a 13.000 g durante 10 minutos. El sobrenadante se
desecha y el precipitado se lava con 0,5 ml de etanol al 70%. El precipitado de ADN secado se vuelve
a suspender en 30 pl de agua libre de nucleasa. Como alternativa, el ADN puede extraerse con kits
comerciales de extraccion de ADN.

Para la estandarizacion de la PCR, el ADN extraido del virus purificado se utiliza para amplificar un
producto de 166 pb del gen HA del genoma del virus de la viruela del camello. Se ejecuta la PCR con
una mezcla de reaccion de 20 pl que contenga 2 pl de tamp6n para reaccion de PCR 10x, 1,6 pl de
MgCl; 25 mM, 0,4 ul de dNTP, cada cual a una concentracién de 10 mM, 0,4 ul de polimerasa Taq,
5 unidades/pl, 2 pl de ADN (unos 50-100 ng), 6 pmol de cada cebador y 2,5 pmol de cada sonda.

Las condiciones de ciclado son las siguiente:

Paso Temp. Tiempo Moqo_ d.? N° de ciclos
adquisicion
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
1
o 95°C 10 segundos
Amplificaciéon
60°C 20 segundos simple Simple 40
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Paso Temp. Tiempo a(Ijvth(L(?gi((:ji?)n N° de ciclos
95°C 00°
Mezcla 60°C 30 segundos Continuo 1
95°C 00°
El resultado positivo es una amplificaciéon que dé un valor de ciclo umbral (Ct) de 37 0 menos.

2. Pruebas seroldgicas

Todos los virus del género Orthopoxvirus pueden provocar reacciones serolégicas. No obstante, dentro de ese
género, solo el virus de la viruela del camello puede causar las lesiones caracteristicas de una viruela. El

parapoxvirus y el virus

de la viruela del camello no tienen reacciones cruzadas y, por tanto, las infecciones por

viruela del camello y por el orf del camello pueden diferenciarse serolégicamente. La mayor parte de las pruebas
serolégicas convencionales requieren mucho tiempo y trabajo, lo que las hace inadecuadas para un diagnostico
primario. Sin embargo, las pruebas serolégicas constituyen una valiosa herramienta para las pruebas
secundarias de confirmacion y para los estudios epidemioldgicos retrospectivos en aquellas zonas en las que no
se vacuna contra la viruela del camello.

2.1. Prueba de neutralizacion del virus

En este método, los sueros se titulan frente a un titulo constante del virus de la viruela del camello

(100 DICTso

[dosis infectiva en el 50% del cultivo de tejido]) en células Vero.

2.1.1. Procedimiento analitico

i)
i)

ii)

iv)

v)

vi)

vii)

viii)

Se inactivan los sueros a 56°C durante 30 minutos en un bafio de agua.

Los sueros se diluyen creando una serie de diluciones a la mitad en medio de cultivo
celular sin suero utilizando una placa de microtitulacion de grado cultivo celular de
96 pocillos de fondo plano (volimenes de 25 pl). En cada prueba también deben incluirse
suero problema control, ademas de sueros control negativos y positivos.

Se prepara una dilucién de virus reserve que contenga 100 DICTsg por 25 pl, empleando
medio de cultivo celular libre de suero, que contenga antibidticos.

Se afiaden 25yl de la dilucién de virus reserve apropiada a cada uno de los pocillos con
25 pl de dilucién del suero, excepto los pocillos con suero problema control y los pocillos
control de cada placa.

Las placas se cubren e incuban durante 1 hora a 37°C en una atmosfera con un 5% de
COs.

Se prepara una suspensioén celular a partir de células Vero de 3-4 dias empleando una
concentracién que asegure monocapas confluentes en los pocillos de la placa de
microtitulacion 18-24 horas tras la siembra.

Se afiade un volumen de 100 ul de suspensién celular a cada pocillo, las placas se sellan
con cinta adhesiva y se incuban a 37°C en una atmdsfera con un 5% de CO; durante 3—
4 dias.

Las placas se examinan al microscopio para comprobar si presentan ECP, y los
resultados se registran en una hoja de trabajo. Los pocillos se califican como positivos a la
neutralizacion del virus si ha quedado intacto el 100% de la monocapa celular. La dilucion
mas alta del suero que dé lugar a una neutralizacién completa del virus (ausencia de
ECP) en la mitad de los pocillos problema es el titulo a punto final del 50% de ese suero.
Si es necesario, el titulo se puede determinar por el método de Spearman—Karber. Un
titulo de 1/8 o superior se considera positivo.

3 Este paso es continuo, es decir, la temperatura aumenta hasta 95°C y a continuacion disminuye hasta 60°C durante
30 segundos, y después aumenta de nuevo hasta 95°C antes de que el ciclo finalice.
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2.2. Enzimoinmunoandlisis para la deteccion de anticuerpos contra el virus de la viruela del
camello

En Azwai et al. (1996) y en Pfeffer et al. (1998b) se describe el siguiente procedimiento para el ELISA
de anticuerpos para Orthopoxvirus cameli. En la siguiente descripcién se ofrecen las directrices
generales para el procedimiento de la prueba.

2.2.1. Preparacién del antigeno

i) Se recoge el cultivo celular cuando esta infectado al 100% con el virus de la viruela del
camello. Se congela y descongela dos o tres veces. Se sonica durante 30 segundos a
80 Hz en hielo para liberar el virus de las células.

i)  Se centrifuga a 1.000 g durante 10 minutos y se recoge el sobrenadante.

i) Se centrifuga el sobrenadante a 45.000 g a 4°C durante 1hora. Se resuspende el
precipitado en PBS.

iv) Se afiade NaCl a una concentracion final de 330 mM y polietilenglicol (PEG 6000) a una
concentracion final del 7%.

v) Se agita toda la noche a 4°C, se centrifuga a 3.000 g a 4°C durante 10 minutos y se lava
el precipitado dos veces con NaCl 15 mM.

vi) Se congela y descongela, y se trata con detergente no iénico al 1% (Nonidet P40, Sigma)
a 37°C durante 3 horas.

vii) Se congela y descongela y se centrifuga a 3.000 g durante 10 minutos a 4°C.
viii) Se recoge el sobrenadante y se dializa al menos tres veces frente a PBS.
iX) Se mide la concentracion de proteina tal como se describe en Lowry (1951).

X)  Se guardan las alicuotas a —20°C.

2.2.2. Preparacion de anticuerpo anti Ig de camello generado en ratén y conjugado a peroxidasa
de rabano

No se dispone en el mercado anticuerpo anti Ig de camello generado en ratén y conjugado a
peroxidasa de rdbano. Los métodos para producir anticuerpos monoclonales anti IgM e 1gG de
camello han sido descritos por Azwai et al. (1995). Sin embargo, el anticuerpo anti Ig de
camello generado en conejo y conjugado a peroxidasa de rabano puede remplazarse por un
producto comercial que consiste en un conjugado de peroxidasa de rabano y proteina A de
Staphylococcus aureus.

i) Se precipitan los sueros de camello dos veces afiadiendo sulfato amonico saturado a una
concentracion final del 40% (v/v) (29,6% de sulfato amodnico [p/v]) a temperatura
ambiente. Se centrifuga a 12.000 g durante 15 minutos y se disuelve en PBS, pH 7,2. Se
dializa frente a varios cambios de PBS durante toda la noche.

i)  Se separan las inmunoglobulinas utilizando la cromatografia de filtracion en gel: se puede
utilizar una columna ACA-34 (LBK) (2,6 x 100 cm) para separar las inmunoglobulinas
precipitadas con sal (IgM e 1gG) segun su tamafio. La elucion puede realizarse con PBS a
20 ml/hora y pueden recogerse fracciones de 6 ml. Se establecen las concentraciones de
proteina por absorbancia a 280 nm.

2.2.3. Produccién de antisuero

Se inmuniza a conejos con una inyeccién subcutanea de IgG de camello emulsionada con un
adyuvante adecuado. Se debe inmunizar a los animales tres veces para estimular la
produccién de anticuerpos. Se recoge el suero y se guarda a —20°C hasta su uso.

2.2.4. Procedimiento analitico

i) Se recubren las placas de microtitulacion de 96 pocillos con el antigeno preparado a
1 pg/ml en tampdn carbonatado/bicarbonatado 0,05 M, pH 9,6 (100 pl por pocillo).

ii)  Se incuban las placas de ELISA en una camara humeda (humedad del 100%) a 37°C
durante 1 horay luego durante toda la noche a 4°C.

iii) El antigeno no unido se lava tres veces con PBS que contenga Tween 20 al 0,05%
(PBS/Tween).
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iv) Se afiaden 100 pl del suero problema y del control a una dilucién predeterminada éptima
en tampoén bloqueador (PBS que contenga Tween 20 al 0,05%, y leche en polvo
desnatada al 1%) a pocillos duplicados.

v)  Seincuban las placas durante 30 minutos a 37°C.
vi) Se lavan las placas tres veces con PBS/Tween.

vii) Se diluye conjugado de anticuerpo anti IgG de camello generado en conejo a peroxidasa
de rabano, o hien a peroxidasa de rabano/proteina A de Staphylococcus aureus, a una
diluciéon de trabajo predeterminada en tampén bloqueador y se afiaden 100 ul a los
pocillos.

viii) Se incuban las placas a 37°C durante 30 minutos.
iX) Se lavan las placas tres veces con PBS/Tween.

Se ha de hacer visible la reaccion utilizando 100 pl de cromégeno 3,3’ 5,5-tetrametilbenzidina
(TMB) por pocillo y se incuba 15 minutos a 37°C mientras se agita.

xi) Se detiene la reaccion 10 minutos méas tarde con H,SOs 2M a un volumen de
50 pl/pocillo.

xii) Se miden los valores con un fotdmetro a una longitud de onda de 450 nm. Los resultados
positivos son los valores superiores a la media +2 desviaciones estandar respecto a los
sueros control negativos.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

C1. Vacuna viva atenuada

1.

2.

Antecedentes

1.1. Fundamentos y uso previsto del producto

Actualmente, se comercializan vacunas vivas atenuadas y vacunas inactivadas. La vacuna viva
atenuada se prepard a partir de una cepa aislada de una cria de dromedario que presentaba viruela
del camello generalizada (Wernery, 2000). La vacuna viva atenuada confiere una proteccion a largo
plazo contra la viruela del camello (Wernery & Zachariah, 1999). Sin embargo, se recomienda una
segunda dosis en animales de corta edad cuando tienen 8—-12 meses, 2—-3 meses después de la
vacunacion inicial, para evitar interferencias por parte de los anticuerpos maternos. Cuando se utiliza
la vacuna inactivada, los animales deben vacunarse anualmente.

Las directrices para la produccién de las vacunas veterinarias se indican en el Capitulo 1.1.8
Principios de produccion de vacunas veterinarias.

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

2.1.1. Caracteristicas biolégicas

Se obtienen muestras (como material costroso de la nariz, o lesiones o costras cutaneas) de
una cria de camello que presente lesiones variolosas del camello generalizadas. Estas
muestras se aplastan en MEM con antibiéticos, se centrifugan, se someten a filtracion estéril y
se inoculan en células Vero confluentes y en la linea celular de piel de camello fetal (Dubca).
Se observa un ECP tras 4 dias de incubacion a 37°C. Cuando el 80% de las células estan
infectadas, se recoge el cultivo celular, y se congela y se descongela. Este procedimiento se
lleva a cabo tres veces seguido de sonicacion a 80 Hz en hielo para liberar el virus. La
suspension se clarifica por centrifugacién a 1.000 g durante 10 minutos. El sobrenadante se
recoge y se confirma la identidad del virus de la viruela del camello empleando varios métodos
de analisis. Tras el 10° pase en células Vero, se lleva a cabo una prueba en placa y se escoge
la placa mayor para preparar la vacuna. El virus purificado en placa se pasa a continuacién
110 veces por células Vero para atenuar el virus y se designa como virus del indculo primario
(MSV). ElI MSV se guarda liofilizado y se congela a —80°C.
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2.1.2. Criterios de calidad (esterilidad, pureza, ausencia de agentes extrafios)

Se realizan pruebas de pureza y de identidad del virus del in6culo y las células utilizadas para
la produccion de vacuna. El virus del indculo debe estar libre de contaminaciéon por virus
extrafios, bacterias, hongos y micoplasmas.

2.2. Método de fabricacion

2.2.1. Procedimiento

Las células que se utilizan para la produccién de la vacuna se preparan empleando un sistema
de lotes de indculo. El virus del indculo se cultiva en células Vero. Cuando la monocapa es
confluente, las células se infectan con el virus vacunal. El cultivo celular se recoge cuando las
células estan al 100% infectadas por el virus de la viruela del camello. El sobrenadante se
clarifica, se mezcla con un estabilizador, se introduce en viales y se liofiliza.

2.2.2. Requisitos para los ingredientes

Debe demostrarse que los cultivos celulares y todos los productos de origen animal que se
utilicen en la produccién y mantenimiento de las células estan libres de virus extrafios,
bacterias, hongos y micoplasmas.

2.2.3. Controles durante el proceso

Durante el cultivo del inéculo virico de trabajo se comprueba el ECP. Las células control no

inoculadas deben conservar su morfologia hasta el momento de la recogida. La multiplicacion

del virus se pone de manifiesto titulando el sobrenadante recogido.

2.2.4. Pruebas en lotes de producto final

i) Esterilidad/pureza
El procedimiento para las pruebas de esterilidad y de ausencia de contaminacién en los
materiales biol6gicos de uso veterinario se describe en el Capitulo 1.1.9.

i) Safety
Cada lote de vacuna se prueba en diez camellos nunca antes expuestos, por la via de
administracion recomendada y utilizando en cada animal una dosis 10 veces superior a la
recomendada. Los animales se observan durante 7—14 dias para comprobar si presentan
reacciones adversas.

iii) Potencia del lote
La cantidad de virus presente en la vacuna viva atenuada se titula en cultivo celular y se
calcula el titulo a punto final.

2.3. Requisitos para la autorizacion

2.3.1. Requisitos de seguridad
i) Seguridad en especies de destino y no de destino

La vacuna viva atenuada contra la viruela del camello no causa signos clinicos en
camellos del Viejo Mundo susceptibles a esta enfermedad. Menos de un 1% de los
animales presenta un aumento de temperatura corporal de como maximo 1°C.

i)  Reversion a la virulencia

No se conoce ningun caso de reversion a la virulencia en la vacuna viva atenuada.

iii) Precauciones

No debe tomarse ninguna precaucion especial porque el virus de la viruela del camello es
especifico de hospedador.
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2.3.2.

2.3.3.

Eficacia

La eficacia en animales susceptibles se comprueba en dromedarios nunca antes expuestos.
Los animales de experimentacion deben vacunarse dos veces con la vacuna viva atenuada, y
3 semanas después de la Ultima dosis deben exponerse a una cepa natural virulenta del virus
de la viruela del camello. La virulencia del virus de desafio debe comprobarse mediante la
inoculacion en animales control no vacunados. Los animales vacunados no deben presentar
ningun signo clinico, mientras que los no vacunados deben presentar los signos clinicos
caracteristicos de la viruela del camello. También puede confirmarse la inmunidad a largo plazo
gue confiere la vacuna viva atenuada exponiendo a los animales vacunados 6 afios después.
La eficacia de la vacuna viva atenuada debe volver a evaluarse midiendo los niveles de
anticuerpos contra el virus de la viruela del camello 21-30 dias después de la vacunacion,
mediante ELISA y la prueba de neutralizacion del virus.

La vacuna viva atenuada puede proteger a los dromedarios frente a la infeccion durante al
menos 6 afios, y tal vez incluso de por vida.

Estabilidad

Las vacunas deben guardarse a 4-8°C, con la minima exposicion indispensable a la luz. El
periodo de validez se determina titulando el virus.

C2. Vacuna inactivada

1.

2.

Antecedentes

1.1. Fundamentos y uso previsto del producto

Se dispone de una vacuna inactivada desde 1992, que se utiliza principalmente en el norte de Africa
para prevenir la enfermedad (El Harrak & Loutfi, 1999). Esta vacuna se prepar6 a partir de una cepa
aislada en un dromedario que presentaba una viruela del camello generalizada durante el brote que
tuvo lugar en Marruecos en 1984 (El Harrak et al.,, 1991). La vacuna inactivada confiere buena
proteccién contra la viruela del camello tras dos inyecciones administradas con un intervalo de 3 a
6 meses, seguidas de un recordatorio anual. Esta vacuna se recomienda para animales de mas de 8-
12 meses, para evitar la interferencia de los anticuerpos maternos.

Las directrices para la produccion de las vacunas veterinarias se indican en el Capitulo 1.1.8
Principios de produccion de vacunas veterinarias. A continuacion se describe la produccion de vacuna
comercial inactivada contra la viruela del camello.

Descripcién de la produccién y requisitos minimos para las vacunas

2.1. Caracteristicas del in6culo

2.1.1.

2.1.2.

Caracteristicas bioldgicas

Se muestrean lesiones variolosas de un dromedario adulto que presente la viruela del camello
generalizadas. Estas muestras se aplastan en MEM con antibidticos, se centrifugan, se
someten a filtracién estéril y se inoculan en la membrana corioalantoidea de huevos libres de
patégenos especificos para el primer aislamiento (El Harrak et al., 1991). Las lesiones
variolosas obtenidas se pasan por células Vero confluentes de forma seriada siete veces. Se
suele observar un ECP tras 3—4 dias de incubacion a 35°C. Cuando el 80% de las células
estan infectadas, se recoge el cultivo celular, y se congela y se descongela. Este procedimiento
se lleva a cabo dos veces para liberar el virus. La suspension se recoge y se comprueba la
identidad del virus de la viruela del camello mediante varias pruebas. El virus en su octavo nivel
de pases se designé como virus del in6culo primario (MSV) y se denomind cepa Laayoune T8.
El MSV se mantiene congelado a —80°C.

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

Se realizan pruebas de pureza, identidad y titulo del virus in6culo, asi como de la pureza de las
células Vero que se utilicen para producir la vacuna. El virus inéculo debe estar libre de
contaminacion por virus extrafios, bacterias, hongos y micoplasmas.
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2.1.3. Validacién como cepa vacunal

La cepa Laayoune T8 se validé como cepa vacunal tras tres pases sucesivos en células Vero
empleando el método de la dilucion limitante para purificar el virus. Las caracteristicas del ECP
y el titulo del virus son reproducibles y estd demostrada la ausencia de agentes extrafios.

2.2. Método de fabricacion

2.2.1. Procedimiento

El virus in6culo se cultiva en células Vero. Las células utilizadas para producir la vacuna se
preparan utilizando un sistema de lotes de inéculo. La infeccién por el virus inéculo tiene lugar
en células Vero confluentes en frascos rotatorios o en biogenerador con micro-transportadores.
La suspension de virus se recoge cuando las células estan infectadas al 80% por el virus de la
viruela del camello. El virus se inactiva empleando beta-propiolactona y a continuacién se
mezcla con hidréxido de aluminio como adyuvante y se introduce en viales.

2.2.2. Requisitos para los ingredientes

Debe demostrarse que el virus indculo, los cultivos celulares y todos los ingredientes de origen
animal que se utilicen en la produccion estan libres de virus extrafios, bacterias, hongos y
micoplasmas.

2.2.3. Controles durante el proceso

Durante el proceso de produccion se realizan pruebas de la esterilidad y la pureza de las
células. El virus recogido se somete a pruebas de esterilidad y se determina su titulo
infeccioso, y el antigeno inactivado también se somete a pruebas de esterilidad y a pruebas
que determinen si la inactivacion ha sido completa.

2.2.4. Pruebas en lotes de producto final

i) Esterilidad/pureza

El procedimiento para las pruebas de esterilidad y de ausencia de contaminacion en los
materiales biol6gicos de uso veterinario se describe en el Capitulo 1.1.9.

i) Identidad
La identidad del virus vacunal podria confirmarse mediante PCR con el producto final
inactivado.

iii) Seguridad

Cada lote de vacuna se prueba en dos camellos nunca antes expuestos, por la via de
administracion recomendada y utilizando en cada animal una dosis 2 veces superior a la
recomendada. Los animales se observan durante 14 dias para comprobar si presentan
reacciones adversas.

iv) Potencia del lote

La cantidad de virus presente en la vacuna inactivada se determina por titulacion en
cultivo celular antes de la inactivacion y mediante PCR en tiempo real con el antigeno
antes de afiadir el adyuvante.

2.3. Requisitos de autorizacién/registro/licencia

2.3.1. Proceso de fabricaciéon

La vacuna inactivada contra el virus de la viruela del camello se produce segun las normas y
procedimientos de buenas practicas de fabricacion (GMP) recomendados para las vacunas
veterinarias inactivadas.

2.3.2. Requisitos de seguridad
i)  Seguridad en especies de destino y no de destino

La vacuna inactivada contra el virus de la viruela del camello no causa signos clinicos ni
eleva la temperatura corporal cuando se administra a animales susceptibles a la
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enfermedad. Puede aparecer una reaccion inflamatoria en el punto de inyeccién debida a
la presencia del adyuvante, que no afecta a la salud del animal.

i)  Reversion a la virulencia en vacunas atenuadas/vivas y aspectos medioambientales

No aplicable a las vacunas inactivadas.

iii)  Precauciones (peligros)

No debe tomarse ninguna precaucion especial porque el virus de la viruela del camello es
especifico de hospedador.

2.3.3. Requisitos de eficacia

La eficacia se comprueba en seis crias de dromedario nunca antes expuestas, a las que se
inyecta una cepa natural virulenta mediante dos inyecciones de la vacuna inactivada con un
intervalo de 3 meses entre ellas. La cepa virulenta se titula en la piel del animal comparandola
con cuatro animales control vacunados y dos animales control no vacunados. El titulo
infeccioso obtenido en los animales vacunados debe ser como minimo de 1,5 log Dlsp menos
que el titulo que se obtiene en los animales control. Ademas, los animales vacunados no deben
presentar ningun signo de enfermedad generalizada. La eficacia de la vacuna inactivada
también puede demostrarse por la aparicion de anticuerpos tras la vacunacién, que pueden
determinarse mediante ELISA o la prueba de la neutralizaciéon del virus (El Harrak & Loutfi,
1999).

2.3.4. Vacunas que permiten una estrategia DIVA (deteccion de infeccién en animales vacunados)

No existe ninguna vacuna contra la viruela del camello que permita una estrategia DIVA para
controlar la enfermedad.

2.3.5. Duracién de la inmunidad

La inmunidad a largo plazo generada por la vacuna inactivada también se ha confirmado
exponiendo a los animales vacunados 1 afio después de la vacunacion inicial. La inmunidad
conferida por la vacuna inactivada dura al menos 1 afio tras la inyecciéon doble, como se ha
comprobado en dromedarios de corta edad nunca antes expuestos al virus. Tras mdltiples
vacunaciones, la inmunidad puede ser mas duradera en dromedarios adultos; no se conoce
ningln caso de fracaso de la vacunacién en el campo con animales que no se vacunen
periédicamente.

2.3.6. Estabilidad

Las vacunas deben guardarse a 4-8°C, con la minima exposicion indispensable a la luz. El
periodo de validez es de 24 meses.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para la Viruela del camello
(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 informacion sobre pruebas de
diagnéstico, reactivos y vacunas para la viruela del camello.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 2008; ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2014.
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