CAPITULO 3.1.19.

FIEBRE DEL VALLE DEL RIFT (INFECCION POR EL
VIRUS DE LA FIEBRE DEL VALLE DEL RIFT)

RESUMEN

Descripcion e importancia de la enfermedad: La fiebre del Valle del Rift (FVR) es una zoonosis
aguda o hiperaguda de los rumiantes domésticos. El virus estd confinado al continente africano y
algunas islas del océano Indico, incluidos Madagascar y la Peninsula Ardbiga. Se pueden consultar
datos actuales sobre la distribucion en la plataforma WAHIS'. Esta enfermedad esta causada por un
unico serotipo de un virus de la familia Bunyaviridae (género Phlebovirus), transmitido por mosquitos.
Se presenta en condiciones climaticas que favorecen la reproduccion de los mosquitos vectores y se
caracteriza por abortos, mortalidad neonatal y lesiones hepdticas. La enfermedad es mds grave en
las ovejas, las cabras y el ganado bovino. Los animales adultos no gestantes, aunque son susceptibles
a la infeccidn, son mas resistentes a los signos clinicas de la enfermedad. Existe una amplia variacion
en la susceptibilidad a la FVR entre los animales de distintas especies. Los camellos, inicialmente
descritos como especie de susceptibilidad baja con infecciones subclinicas, actualmente se
consideran una especie totalmente susceptible y que sufre muertes subitas, mortalidad neonatal y
tasas de abortos que pueden ser tan altas como las del ganado bovino.

Los humanos resultan sensibles al VFVR y resultan infectados principalmente por el contacto con
material derivado de animales infectados (liquidos o tejidos corporales) o por las picaduras de
mosquitos infectados. EI VFVR también ha causado infecciones graves en personal de laboratorio y
debe ser manipulado con medidas de bioseguridad y bioproteccion estrictas, empleando equipo de
proteccion personal adecuado.

Deteccion e identificacion del agente: el VFVR representa un unico serotipo de Phlebovirus y tiene
las propiedades morfoldgicas y fisicoquimicas tipicas de este género.

La identificacion del VFVR puede lograrse mediante el aislamiento del virus, un
enzimoinmunoanadlisis (ELISA) o lainmunohistoquimica. El ARN virico se puede detectar mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa.

Elvirus se puede aislar de plasma/suero/sangre durante la fase febril de la enfermedad, o de érganos
(por ejemplo, tejido hepatico, esplénico o encefalico) de los animales muertos o de los érganos de los
fetos abortados. Los aislamientos primarios se hacen normalmente en cultivos celulares de varios
tipos, tales como células de rifién de mono verde africano (células Vero) o células de rifiéon de hamster
neonato (BHK).

Pruebas seroldgicas: La identificacion de anticuerpos especificos se logra principalmente mediante
un ELISA o la prueba de la neutralizacion del virus.

Requisitos para las vacunas: Pueden utilizarse vacunas vivas atenuadas o inactivadas en paises
donde la FVR es endémica o existe riesgo de que sea introducida. Estas vacunas preferiblemente
deben prepararse a partir de cepas atenuadas del VFVR cultivadas en cultivos celulares.

En los paises que estan libres del virus de la FVR, las vacunas y las pruebas de diagndstico
preferiblemente deben limitarse a aquellas en las que se utiliza el virus inactivado. El trabajo con el
virus vivo debe realizarlo personal con formacion y en instalaciones con biocontencién siguiendo los
procedimientos de bioseguridad apropiados.

1 https://wahis.woah.org/#/home
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Existen dos Laboratorios de Referencia de la OMSA para la FVR2

A.INTRODUCCION

Lafiebre del Valle del Rift (FVR) es una enfermedad febril zoonética, aguda o hiperaguda, transmitida por mosquitos
y causada por un virus de la familia Bunyaviridae, género Phlebovirus. Normalmente se presenta en forma
epizodtica en areas extensas de un pais después de fuertes lluvias e inundaciones, y se caracteriza por las altas
tasas de abortos y de mortalidad neonatal que causa, principalmente en las ovejas, las cabras, el ganado bovino y
los camellos. La susceptibilidad ala FVR puede variar considerablemente en funcién de laespecie y laraza. Algunos
animales pueden presentar solo infecciones asintomaticas, mientras que otros sufren una sintomatologia clinica
grave con mortalidad y aborto. Los animales susceptibles no gestantes y de mayor edad a menudo no muestran los
signos de la enfermedad.

Los signos de la enfermedad tienden a ser poco especificos, o que hace dificil el reconocimiento de casos
individuales durante las epidemias (Swanepoel y Coetzer, 1994). Sin embargo, es caracteristica de la FVR que cause
numerosos abortos y mortalidad entre animales de corta edad, asi como signos clinicos de la enfermedad en los
humanos, y en relacién con las condiciones climaticas. La FVR tiene un periodo de incubacion corto, de unas 12—
36 horas en los corderos. Puede aparecer una fiebre bifasica de hasta 41°C, y la temperatura corporal permanece
alta hasta poco antes de la muerte. Los animales afectados muestran abatimiento, intolerancia al movimiento o ala
ingesta y pueden presentar inflamacion de los ganglios linfaticos superficiales y signos de dolor abdominal. Los
corderos raramente sobreviven mas de 36 horas tras la aparicion de los signos de la enfermedad. Los animales
mayores de 2 semanas pueden morir con signos agudos o hiperagudos, o bien recuperarse o desarrollar una
infeccion asintomatica. Algunos animales pueden regurgitar la ingesta y presentar una diarrea hemorragica o
sanguinolenta de olor nauseabundo junto con una rinorrea mucopurulenta con restos de sangre. A veces se puede
observar la presencia de ictericia, especialmente en los bévidos. Ademas de estos signos, el ganado adulto puede
presentar lagrimeo, salivacion y problemas en la produccidn de leche. En las ovejas gestantes, la mortalidad y la
frecuencia del aborto varian entre el 5% y casi el 100% segun el brote y la manada. La tasa de mortalidad en el
ganado vacuno es normalmente inferior al 10%. Los camellos se han visto afectados con frecuencia en las epidemias
de laFVR del este de Africa, Egipto y, mas recientemente, Mauritania. En camellos se han observado signos clinicos
como muertes subitas, abortos y algunas muertes post-natales. El diagnéstico diferencial incluye: lengua azul,
enfermedad de Wesselsbron, enterotoxemia de la oveja, fiebre efimera, brucelosis, vibriosis, tricomonosis,
enfermedad ovina de Nairobi, cowdriosis, aborto enzodético ovino, plantas téxicas, septicemias bacterianas, peste
de los pequefios rumiantes, carbunco bacteridiano y la enfermedad de Schmallenberg.

Las lesiones hepaticas de la FVR son muy similares en todas las especies, variando principalmente segun la edad
delindividuo infectado (Swanepoel y Coetzer, 1994). Las lesiones mas notables se presentan en los fetos abortados
y en los corderos recién nacidos, y consisten en un incremento moderado o grande del tamafio del higado, que se
presenta blando y sin consistencia, con un color que varia del marrén amarillento al marrén rojizo y con manchas
irregulares debidas a la congestion. En el parénquima, siempre se presentan numerosos focos necréticos de color
blanco grisaceo, que pueden no ser facilmente discernibles. En la oveja adulta, las lesiones son menos graves y
aparecen focos necroéticos de color rojizo o blanco grisaceo distribuidos por todo el parénquima. Por lo general, la
pared de la vesicula biliar presenta hemorragias y edema. Las lesiones hepaticas en los corderos se acompafian
casi siempre de numerosas hemorragias pequefias en la mucosa del abomaso. El contenido del intestino delgado
y del abomaso puede ser de color chocolate oscuro debido a la presencia de sangre digerida de forma parcial. En
todos los animales, el bazo y los ganglios linfaticos periféricos pueden aumentar de tamafio, estar edematosos y
presentar petequias.

Microscopicamente, la lesion mas evidente de la FVR visualizada en el microscopio, tanto en los animales como en
los humanos, es la necrosis hepatica. En los fetos y neonatos del ganado vacuno y ovino, los focos necroéticos
consisten en agregados densos de restos celulares y nucleares, algo de fibrina y unas cuantas células inflamadas.
Existe unaimportante necrosis litica en la mayoria de los hepatocitos, que conduce a la desaparicion la arquitectura
normal del higado. En casi el 50% de los higados afectados, se encuentran cuerpos de inclusion intranuclear que
son eosindfilos y ovales o bacilares. También se observa una mineralizacion de los hepatocitos necrosados. En los

2 Laboratorios de Referencia - OMSA - Organizacion Mundial de Sanidad Animal (woah.org)

2 Manual Terrestre de la OMSA 2023


https://www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/

Capitulo 31.19. - Fiebre del valle del Rift (infeccidon por el virus de la fiebre del valle del Rift)

animales adultos, la necrosis hepatica es menos difusa, y la ictericia es mas frecuente en las ovejas que en los
corderos (Swanepoel y Coetzer, 1994).

Enlos humanos, las infecciones por la FVR son normalmente asintomaticas o van asociadas a unos signos no letales
similares a los de la gripe que varian de moderados a graves (Madani et al., 2003). Una minoria de los pacientes
puede desarrollar lesiones retinianas, encefalitis 0 una enfermedad hepatica grave con hemorragias que, por lo
general, es letal. En los humanos, el virus de la FVR (VFVR) ha causado una infeccién grave entre el personal de
laboratorio. Ese personal debe trabajar bajo estrictas condiciones de bioseguridad y bioproteccién, que exigiran el
uso de equipos de proteccion personal correctos para protegerse contra toda posible infeccion. No obstante, no
estd autorizada ni se comercializa. Se ha utilizado a nivel experimental para proteger al personal veterinario y de
laboratorio con riesgo alto de exposicion a la FVR. Se puede obtener mas informacion sobre la enfermedad y la
vacunacion en personas consultando los datos de la OMS3. El VFVR debe manipularse a un nivel de bioseguridad y
de contencién adecuado, que se determinara a partir de un andlisis del riesgo biolégico (véase el Capitulo 1.1.4.
Bioseguridad y bioproteccion: norma para la gestion del riesgo bioldgico en el laboratorio veterinario y en las
instalaciones de los animales). Debe prestarse especial atencidén a las medidas de precaucion al trabajar con
animales infectados y al realizar los exdmenes postmortem.

El VFVR consiste en un solo serotipo de la familia Bunyaviridae (género Phlebovirus) y tiene las propiedades
morfoldgicas y fisicoquimicas caracteristicas de los bunyavirus. Es un virus con envoltura, esférico y de 80-120 nm
de diametro. Se proyectan espiculas de glucoproteina a través de la envoltura lipidica bicapa. El virus se inactiva
facilmente mediante disolventes lipidicos y en condiciones acidas, a pH por debajo de 6. El VFVR tiene un genoma
de ARN trisegmentado, monocatenario y de polaridad negativa, formado por los siguientes segmentos: L (grande),
M (mediano) y S (pequefio), cada uno de los cuales esta contenido en una nucleocapsida dentro del virion. El
segmento S tiene ambas polaridades, es decir, tiene una codificacion bidireccional (Bird et al., 2007).

No se ha demostrado ninguna diferencia antigénica significativa entre las cepas de VFVR y las cepas cultivadas en
los laboratorios de muchos paises, pero se han hallado diferencias relacionadas con la patogenicidad entre linajes
genéticos del virus (Bird et al., 2007b).

El VFVR es endémico en muchos paises de Africa y puede afectar a varios paises de la region al mismo tiempo o
propagarse progresivamente a nivel geogréafico a lo largo de unos pocos afios. Ademas de los de Africa, se han
observado grandes brotes en la Peninsula Arabiga y en algunas islas del océano indico. Estos signos en general,
aunque no exclusivamente, siguen los ciclos periddicos de lluvias inusualmente fuertes, que pueden tener lugar a
intervalos de varios afios, o bien los ciclos de inundaciones de grandes zonas, que favorecen la proliferacién de
mosquitos.

Las lluvias facilitan la eclosion de los huevos del mosquito. Los mosquitos Aedes contraen el virus al alimentarse
en animales infectados, y puede llegar a transmitirlo verticalmente, de tal modo que pueden nacer nuevas
generaciones de mosquitos infectados a partir de sus huevos (Bergren et al., 2021). Ello proporciona un posible
mecanismo de mantenimiento del virus en la naturaleza, puesto que los huevos de estos mosquitos pueden
sobrevivir durante periodos de hasta varios afios en condiciones de sequedad. Una vez el ganado esta infectado,
gran variedad de especies de mosquitos pueden actuar como vectores para la transmision del VFVR y pueden
propagar la enfermedad.

En los periodos que transcurren entre las epizootias puede presentarse un nivel bajo de la FVR. Se debe sospechar
de la existencia de la FVR cuando a inundaciones excepcionales y las subsiguientes poblaciones abundantes de
mosquitos les siguen abortos junto con una enfermedad letal caracterizada por la necrosis y las hemorragias
hepaticas, que afecta sobre todo a los corderos, los cabritos y los terneros neonatos, y que puede ser paralela a la
aparicion de una enfermedad semejante a la gripe en los trabajadores de las explotaciones y en el personal que
manipula carne cruda. Los casos sospechosos se deben confirmar con una prueba de diagnodstico.

Cuando se sospeche de un brote de FVR, se deben aplicar las medidas preventivas adecuadas para proteger a los
trabajadores contra la infeccidon si van a manipularse animales o productos de animales que puedan estar
infectados por el VFVR.

3 http:/www.who.int/mediacentre/factsheets/fs207/en/
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B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

La obtencion de muestras y su transporte deben cumplir con lo establecido en el Capitulo 11.2 Recogida,
presentacion y almacenamiento de muestras para el diagnodstico y en el Capitulo 11.3 Transporte de material
bioldgico de este Manual Terrestre.

Para que el diagnodstico sea el adecuado, siempre deben emplearse varias técnicas, dependiendo de los
antecedentes, la finalidad de las pruebas en si, el estadio de la supuesta infeccidn y las muestras existentes. Para
una interpretacion definitiva, deben evaluarse cuidadosamente datos epidemiolégicos, clinicos y de laboratorio.

Todos los métodos analiticos descritos a continuacion deben estar validados en cada uno de los laboratorios que
los utilice (véase el Capitulo 11.6 Validacion de las pruebas de diagndstico de las enfermedades infecciosas de
animales terrestres). Es necesario contactar con los Laboratorios de Referencia de la OMSA para la FVR para
solicitar apoyo técnico. En la Tabla 1 se proporciona un resumen orientativo general sobre el uso de métodos
analiticos para el diagndstico. En las descripciones de las pruebas, mas adelante, se ofrecen aspectos mas
detallados.

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagndstico de /a fiebre del Valle del Rift y su finalidad

Finalidad
Demos.trzr Determinar | Determinar el
ausencia de I
Métod Demostrar : o Contribuir a . la estado
étodo 3 infeccion en o Confirmar . . o
ausenciade . las politicas prevalencia inmunitario en
. . animales casos .
infecciénenla | . .. . de f @) dela animales o
.. individuales antes . clinicos® . L. :
poblacion delos erradicacion infeccion - | poblaciones tras
desplazamientos vigilancia la vacunacion
Deteccién e identificacion del agente®™
Aislamiento del virus
. - - - +++ + -
en cultivo celular
RT-PCR - ++ - +++ + _
Detec’cwn del _ - + - + _
antigeno
Histopatologia con +
inmunohistoquimica
Deteccion de la respuesta inmunitaria especifica de agente patégeno
ELISA +++ ++ +++ ++ +++ +++
VN/PRNT +++ +++ +++ ++ ++ +++

Clave: +++ = método recomendado para esta finalidad; ++ = método recomendado, pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; - = no adecuado para esta finalidad;
RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcidn inversa;

ELISA = enzimoinmunoanalisis; VN = neutralizacion del virus; PRNT = prueba de neutralizacién por reduccion de placas.
@L_a confirmacién de laboratorio de los casos clinicos debe requerir una combinacion de al menos dos resultados positivos
de dos métodos de diagnéstico diferentes: positivo para virus o ARN virico y anticuerpos contra el virus, o positivo para IlgM e
IgG con demostracién de titulos crecientes entre muestras de suero pareadas recogidas con un intervalo de 2-4 semanas.
Dependiendo de la fase de la enfermedad, se detectara el virus o los anticuerpos.
®Se recomienda aplicar varios métodos de deteccion del agente patégeno a la misma muestra clinica.

1. Deteccion e identificacion del agente

El VFVR se puede aislar del suero, aunque preferiblemente debe aislarse de plasma o sangre recogida con
anticoagulante durante la fase febril de la enfermedad en animales vivos, o del higado, del bazo o del encéfalo de
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los animales muertos, o de los fetos abortados. Normalmente el aislamiento primario se realiza en cultivos celulares
de varios tipos.

11

1.2

1.3.

Obtencion de muestras

Empleando un equipo de proteccion adecuado para asegurar la bioseguridad del personal, se extraen
unos 5 ml de sangre con anticoagulante (preferiblemente acido etilendiaminotetraacético [EDTA])
durante la fase febril de la enfermedad o bien alrededor de 1cm? de higado, bazo, encéfalo o productos
de un aborto o postmortem, y se envian a aislamiento virico. Estas muestras deben mantenerse a 0-4°C
durante el transporte. Si el transporte al laboratorio puede durar mas de 24 horas, deberan congelarse y
enviarse sobre hielo o un bloque de congelador. En el caso de las muestras de sangre, debe obtenerse
plasmay congelarse para el transporte.

Aislamiento en cultivo celular

Para el cultivo del virus de la FVR pueden utilizarse varias lineas celulares en monocapa, entre las que se
incluyen células de rifion de mono verde africano (Vero), de rifidn de hamster neonato (BHK), y células
de mosquito AP61 (Digoutte et al., 1989). Se inoculan con una dilucién a 1/10 de la muestra y se incuban
a 37°C durante 1 hora (con las lineas celulares de mosquito, la incubacion debe realizarse a 27°C durante
1hora). Es aconsejable inocular también algunos cultivos con otra dilucién a 1/100 del inéculo. Ello evita
la produccion de particulas defectuosas, lo cual tiene lugar al utilizar un indculo virico de titulo muy alto.
El inéculo se retira y la monocapa se lava con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o medio de
cultivo. La solucion de lavado se retira, se sustituye por medio de cultivo nuevo y células incubadas a la
temperatura adecuada. Los cultivos se observan durante 5-6 dias. Es preferible utilizar lineas celulares
de mamifero porque en estas el VFVR siempre induce un efecto citopatico (ECP), que se caracteriza por
un ligero redondeamiento de las células seguido de la destruccién de la monocapa celular entera en un
plazo de 12-48 horas. La confirmacién del aislamiento del virus debe realizarse preferiblemente
utilizando inmunotincién o reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa (RT-PCR).

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa

También se puede conseguir un diagnostico rapido mediante la deteccion del ARN virico (Sall et al.,
2001) utilizando una prueba RT-PCR convencional o en tiempo real validada (Drosten et al., 2002; Sall et
al., 2001). Estas técnicas fueron muy utiles durante los brotes de FVR. También pueden utilizarse para
detectar ARN del VFVR en muestras combinadas de mosquitos (LaBeaud et al., 2011).

A continuacién, se proponen protocolos para la RT-PCR convencional y en tiempo real. Para mas
informacion sobre los procedimientos especificos, conslltense los Laboratorios de Referencia de la
OMSA.

1.31. RT-PCRbasada en gel de agarosa

Este procedimiento se utiliza en algunos de los Laboratorios de Referencia de la OMSA. La RT-
PCR consiste en los cuatro pasos sucesivos de (a) extraccién de ARN molde de la muestra
problema o control seguida de (b) RT del ARN extraido, (c) amplificacion por PCR del producto de
laRTy (d) deteccidén de los productos de la PCR con electroforesis en gel de agarosa.

i) Procedimiento analitico

Se extrae ARN mediante un método quimico o de particula magnética apropiado segun el
procedimiento recomendado por el fabricante del kit comercial que suela utilizarse en el
laboratorio. Cuando se ha finalizado, se mantienen las muestras del ARN extraido sobre
hielo si el paso de la RT esta a punto de realizarse. Si no es asi, se conserva la muestra de
ARN a -70°C. En el caso de la RT-PCR, se aplica el protocolo de la RT-PCR anidada de Sall et
al. (2001) empleando dos pasos. Para el primer paso de la RT-PCR, se utilizan los cebadores
NSca (5-’CCT-TAA-CCT-CTA-ATC-AAC-3’) y NSng (5’-TA-TCA-TGG-ATT-ACT-TTC-C-3’). Se
ofrecen datos sobre los volumenes de reactivos y los tiempos de ciclado a modo orientativo,
pero pueden tener que adaptarse en funcion de las recomendaciones de cada fabricante.
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a)

b)

c)

d)

e)

f)

9)

h)

)

Se preparala mezcla parala PCR descrita a continuaciéon para cada muestra. Se recomienda
preparar la mezcla en cantidad suficiente para el nUmero de muestras que se analizaran,
mas una muestra adicional.

Agua libre de nucleasa (15,5 pl); tampon para la RT-PCR 5% (10 ul); MgCl2 25 mM (1 ul); una
mezcla de las dNTPs (cada una a una concentracion de 10 mM) siguientes: dATP, dCTP,
dGTP y dTTP (1ul); cebador NSca 10 pM (2,5 pul); cebador NSng 10 uM (2,5 pl): mezcla
enzimatica de transcriptasa inversa/polimerasa Taq, 5 unidades/ul (0,25 ul).

Se afladen 40 pl de la mezcla para la reaccion de la PCR a un pocillo de una placa de PCR o
aun tubo de microcentrifuga para cada muestra seguidos de 10 ul del ARN (preparado en el
paso i) para obtener un volumen final de reaccién de 50 pl.

Se centrifuga la placa o los tubos durante 1 minuto en una centrifuga adecuada para mezclar
el contenido de cada pocillo.

Se coloca la placa en un termociclador para amplificacion por PCR y se ejecuta el siguiente
programa:

45°C durante 30 minutos: 1 ciclo;

95°C durante 2 minutos: 1ciclo;

94°C durante 30 segundos, 44°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto: 40 ciclos;
72°C durante 5 minutos: 1 ciclo.

Se mezcla una alicuota de 20 ul de cada producto de la PCR con 4 ul de tincion de carga'y
se carga en un gel de agarosa al 1,2% que contenga tincidon altamente sensible para la
visualizacién del amplicdn en agarosa. También se carga una escala de ADN, que ayudara a
estimar el tamafio del producto. Tras la electroforesis, el resultado positivo sera la presencia
de una banda de 810 pb (banda de 242 pb en el caso de la cepa Clone 13) correspondiente a
la secuencia del VFVR en la region codificadora NSs del segmento S del genoma.

Para el paso de la RT-PCR anidada, se utilizan NS3a (5-ATG-CTG-GGA-AGT-GAT-GAG-CG-
3) y NS2g (5-GAT-TTG-CAG-AGT-GGT-CGT-C-3).

Se prepara la mezcla de la PCR descrita abajo para cada muestra. Se recomienda preparar
la mezcla en cantidad suficiente para el niumero de muestras que se analizara mas una
muestra adicional.

Agua libre de nucleasa (36,5 pul); tampén para la reaccién RT-PCR 10x (5 ul); MgClz2 25 mM
(1,25 ul); una mezcla de las dNTP (cada una a una concentracién de 10 mM) siguientes: dATP,
dCTP, dGTP, dTTP (1ul); cebador NS3a (5°-ATG-CTG-GGA-AGT-GAT-GAG-CG-3’) 10 uM
(2,5 ul); cebador NS2g (5-GAT-TTG-CAG-AGT-GGT-CGT-C-3’) 10 uM (2,5 ul): mezcla
enzimatica de transcriptasa inversa/polimerasa Taq 5 unidades/ul (0,25 pl).

Se afiaden 49 pul de la mezcla de reaccion para la PCR a un pocillo de una placa de PCR o a
un tubo de microcentrifuga para cada muestra seguidos de 1 ul del amplicén obtenido
mediante la reaccion RT-PCR con NSca y NSng para obtener un volumen final de reaccién
de 50 pl.

Se centrifuga la placa o los tubos durante 1 minuto en una centrifuga adecuada para mezclar
el contenido de los pocillos.

Se colocala placaen un termociclador parala amplificacion por PCR Yy se ejecuta el siguiente
programa:

95°C durante 2 minutos: 1 ciclo;
94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto: 25 ciclos;
72°C durante 5 minutos: 1 ciclo.

Se mezcla una alicuota de 20 ul de cada producto de la PCR con 4 ul de tincién de cargay
se carga en un gel de agarosa al 1,2% que contenga tincién altamente sensible para la
visualizacién del ADN en agarosa. También se carga una escala de ADN, que ayudara a
estimar el tamafio del amplicon. Tras la electroforesis, el resultado positivo sera la presencia
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de una banda de 668 pb (banda de 129 pb en el caso de la cepa Clone 13) correspondiente
ala secuencia del VFVR en la region codificadora NSs del segmento S del genoma

1.3.2. RT-PCR entiemporeal

Para la RT-PCR en tiempo real pueden utilizarse los mismos procedimientos de extraccion de
ARN total de la muestra problema o control seguidos de la RT del ARN extraido, igual que en
procedimiento convencional. El protocolo estd adaptado de Drosten et al. (2002). Si se utilizan
kits comerciales, deben seguirse las instrucciones del fabricante.

i) Procedimiento analitico

a) Se prepara la mezcla para PCR descrita a continuacién para cada muestra. De nuevo, se
recomienda preparar la mezcla en cantidad suficiente para el numero de muestras que se
analizara mas una muestra adicional

Agua libre de nucleasa (2,8 ul); mezcla madre para reaccion RT-PCR 2x (10 ul); cebador
directo para PCR en tiempo real RVS: 5-AAA-GGA-ACA-ATG-GAC-TCT-GGT-CA-3’ 10 uM
(2 ul); cebador inverso para PCR en tiempo real RVAs: 5-CAC-TTC-TTA-CTA-CCA-TGT-CCT-
CCA-AT-3* 10 uM (2ul); RVP: FAM 5-AAA-GCT-TTG-ATA-TCT-CTC-AGT-GCC-CCA-A-3’
TAMRA 20 pM (0,2 pl).

b) Seafiaden17 ul de mezcla paralareaccién PCRaun pocillo de una placa para PCR en tiempo
real para cada muestra seguidos de 3 ul del ARN preparado para obtener un volumen final
de reaccion de 20 pl.

c) Se centrifuga la placa durante 1minuto en una centrifuga adecuada para mezclar el
contenido de los pocillos.

d) Secolocalaplaca en una maquina de PCR en tiempo real para la amplificacion por PCRy se
ejecuta el siguiente programa:

45°C durante 30 minutos: 1 ciclo;
95°C durante 5 minutos: 1 ciclo;
95°C durante 5 segundos, 57°C durante 35 segundos: 45 ciclos.

e) Interpretacioén de los resultados: se asigna un valor de ciclo umbral (Ct) a cada reaccion de
PCR segun los graficos de amplificacion (sefial de fluorescencia frente a nimero de ciclos);
tal vez sean apropiados distintos valores de corte en funcién del tipo de muestra. Los valores
de Ct empleados para clasificar las muestras como positivas o negativas al VFVR debe
definirse en cada laboratorio utilizando material interno de referencia apropiado.

Existen otros métodos que tienen por diana los segmentos S y L (Bird et al., 2007a; Wilson et
al., 2013).

1.4. Deteccion del antigeno

El antigeno VRVFV puede detectarse mediante ELISA (Madani et al., 2003; Munyua et al., 2010) o
pruebas a pie de establo rapidas (dispositivo de flujo lateral: LFD) (Cetre-Sossah et al., 2019).

El enzimoinmunoanalisis (ELISA) de deteccién de antigeno es una prueba de inmunocaptura. Las
muestras se analizan a distintas diluciones con controles positivos y negativos adecuados. Esta prueba
se utilizé para muestras humanas y animales durante los brotes de Arabia Saudita y de Kenia (Madani et
al., 2003; Munyua et al., 2010).

14.1. Procedimiento para el ELISA de deteccion de antigeno

Los controles y los antisueros que se utilizan en esta prueba deben haber sido tratados por el
fabricante para inactivar toda posible particula virica viable del VFVR. Estos productos son
seguros dentro de los limites de la capacidad de detectar particulas viricas replicantes viables. El
material en el que se debe comprobar si hay antigeno virico del VFVR puede estar contaminado
por VFVR viable o por otros agentes para los cuales se intenta una deteccién diferencial. Las
muestras deben analizarse aplicando una inactivacion adecuada mediante detergente y calor
(56°C durante 1hora en presencia de Tween 20 al 0,5% [v/V]).
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14.2.

a)

b)

c)

d)

e)

f)

9)

El principio se basa en una prueba de captura de tipo sandwich de anticuerpo doble, en la
que el antigeno es capturado por un anticuerpo en una fase sélida que, a su vez, es
detectado por un segundo anticuerpo. Se utiliza un tercer anticuerpo, junto con un sistema
de deteccion en el que se utiliza peroxidasa de rabano (HRPO)-ABTS (2,2’-acino-di-(3-etil-
benztiazolina)-6-acido sulfénico), para determinar qué proporcion de segundo anticuerpo
ha sido retenida en la fase sélida del sistema.

Anticuerpo de captura (de recubrimiento) (diluido a1/2 000 en PBS [sin Tween], pH 7,4 que
se mantiene toda la noche a 4°C; los pocillos control se recubren con una dilucién similar de
liquido normal)

Las placas se recubren con un anticuerpo antivirico especifico (disponible en los
Laboratorios de Referencia de la OMSA o de la OMS) capaz de capturar antigeno virico de
la muestra problema. En este caso, puede tratarse o bien un liquido ascitico de ratén
hiperinmune (HMAF, por las siglas en inglés de hyperimmune mouse ascitic fluid) policlonal,
o bien de anticuerpos monoclonales especificos contra el VFVR. Se afiade suero normal a
las filas que serviran de control empleadas para determinar el fondo o ruido inespecifico del
sistema. Se incuba durante 1hora a 37°C. Se enjuaga tres veces con PBS/Tween 20 al 0,1%.

Muestras sospechosas y antigeno control (diluidos a 1/4 y luego diluidos a 1/4
sucesivamente en la placa)

Las muestras sospechosas y el antigeno control se afiaden a diluyente de suero para que
los antigenos viricos especificos se unan al anticuerpo de captura. El diluyente del suero
(PBS 0,01 M, pH 74, con o sin tiomersal) contiene leche desnatada al 5% y Tween 20 al 0,1%
para reducir la unién inespecifica. Se incuba durante 1 hora a 37°C. Se enjuaga tres veces
con PBS/Tween 20 al 0,1%.

Segundo anticuerpo especifico contra el VFVR

Se afiade suero con anticuerpo, de titulo alto para el antigeno virico especifico, para detectar
el antigeno virico unido. En esta prueba, se trata de un suero de conejo hiperinmune anti
FVR (disponible en los Laboratorios de Referencia de la OMSA y de la OMS) que tiene un
titulo alto contra el FVR. Se incuba durante 1 hora a 37°C. Se enjuaga tres veces con
PBS/Tween 20 al 0,1%.

Suero de anticuerpos de deteccion anti- anticuerpos de FVR generados en conejo y
conjugados a HRPO (producto comercial)

Se utiliza para detectar el anticuerpo de conejo anti-FVR que se une al antigeno. Se enjuaga
seis veces con PBS/Tween 20 al 0,1%.

Se aflade sustrato/cromdégeno ABTS. Se incuba durante 30 minutos en la oscuridad a 22-
25°C. La hidrolisis de ABTS por HRPO provoca la aparaicion de color verde en los pocillos
negativos.

Se detiene la reaccion afladiendo dodecilsulfato sédico (SDS) al 1% en agua destilada. Se lee
la placa a 405 nm.

Criterios para determinar los positivos

Se ha proporcionado un antigeno control estandar que se analizard en una serie de
diluciones estandar. Ello permite obtener una curva estandar que determinara los limites de
deteccion de la prueba. Se analiza un conjunto de tejidos o muestras normales, no
contaminados por el antigeno, para determinar el fondo de la prueba y el limite al cual el
estandar es positivo. Los valores de estos controles normales se utilizan para calcular la
media y la desviacién estandar del fondo aleatorio esperable con las muestras negativas.
Una muestra se considera positiva si su densidad éptica (DO) supera la media mas
3 desviaciones estandar respecto a estos controles normales.

Pruebas a pie de establo rapidas (dispositivo de flujo lateral)

Existe un LFD comercial para el antigeno de la FVR disponible para su uso sobre el terreno. Ha
sido producido y validado por Cetre-Sossah et al. (2019). Las tiras reactivas estan disefiadas bajo
el principio de la tecnologia de flujo lateral de inmunocromatografia que emplea anticuerpos
monoclonales (MAbs) marcados con oro coloidal. Se toman muestras de suero de animales
sospechosos y el tampdn suministrado se aplica a un extremo de una tira cromatografica. La
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muestra se mezcla con un MADb especifico del VFVR de captura que reconoce cualquier antigeno
del VFVR presente en la muestra sospechosa. El flujo del tampdn se desplaza a lo largo de la tira
cromatogréfica. Si la muestra contiene algun antigeno del RVFV, el complejo MAb de
captura/antigeno es capturado por el MAb de deteccion anti-RVFV, que estd marcado con oro,
formando unalinea coloreada paraindicar un resultado positivo. La prueba ha sido validada frente
a cepas aisladas del RVFV de diferentes origenes geograficos con una especificidad diagndstica
del 98,81% y una sensibilidad diagndstica del 100% en pruebas de laboratorio. Como era de
esperar, el limite de deteccion de este LFD, que es una prueba de interés para su uso sobre el
terreno como método de diagndstico de primera linea, ha resultado ser inferior al de la RT-PCR.
La prueba dura 20 minutos y no requiere equipo adicional, pero debe realizarse con el equipo de
proteccién adecuado para garantizar la bioseguridad del personal. Un diagndstico de primera
linea realizado mediante LFD debe confirmarse mediante pruebas confirmativas (por ejemplo,
RT-PCR o aislamiento del virus).

1.5. Histopatologia e inmunohistoquimica

El examen histopatolégico del higado, el bazo, el rifidn o los pulmones de los animales afectados revelara
una citopatologia caracteristica, y la tincion por inmunohistoquimica, especialmente del higado o el
bazo, permitira una identificacion especifica del antigeno del VFVR en los tejidos (Odendaal et al., 2018).
Esta es una herramienta diagnéstica importante, porque el higado y otros tejidos que se mantienen en
formaldehido tamponado neutro en el campo se inactivan (dependiendo del grosor de la muestra y del
tiempo de fijacion) y no requieren una cadena de frio, lo cual facilita la manipulacidn y el transporte desde
zonas alejadas.

2. Pruebas serolégicas

Las muestras obtenidas de animales paralas pruebas de anticuerpos pueden contener virus vivo, y deben aplicarse
los pasos de inactivacion correspondientes. Puede ser necesaria una combinacion de inactivacion térmica y
quimica. Se siguen utilizando pruebas de inmunofluorescencia, aunque pueden producirse reacciones cruzadas
entre el VFVR y otros flebovirus. Técnicas como la inmunodifusion en gel de agar (AGID), el radioinmunoanalisis, la
inhibicion de la hemaglutinacion (HI) y la fijacion del complemento ya no se utilizan.

Existen varias técnicas para detectar anticuerpos anti VFVR en gran variedad de especies animales. Actualmente,
la mas utilizada es el ELISA para detectar isotipos de IgM e IgG. También se han utilizado pruebas de neutralizacion
del virus (VN), como la prueba de neutralizaciéon por reducciéon de placas (PRNT), para detectar anticuerpos
neutralizantes contra el VFVR en el suero de gran variedad de especies. Las VN son las pruebas seroldgicas de
diagndstico mas especificas, pero requieren el uso de virus vivoy, por lo tanto, no se recomiendan fuera de las zonas
endémicas o de laboratorios con instalaciones de bioseguridad adecuadas y personal vacunado. No obstante, se
estan desarrollando y validando pruebas alternativas de neutralizacion que no requieren una manipulacion de
VFVR altamente virulento y no exigen una contencién alta.

2.1. Enzimoinmunoanalisis

El ELISA es una prueba fiable y sensible para detectar anticuerpos contra el VFVR. Se dispone de ELISA
de IgG y de IgM para la mayoria de las especies. El ELISA de captura de IgM permite el diagndstico de
infecciones recientes.

Existen varios ELISA disponibles en formatos comerciales, y otros que estan en desarrollo (Cettre-
Sossabh et al., 2009; Munyua et al., 2010; Paweska et al., 2005; Williams et al., 2011). Se utilizan por rutina
en muchos paises para el diagnostico de casos aislados, la gestién de brotes y los programas de
vigilancia. A continuacién, se describen ejemplos de ELISA de bloqueo, indirecto y de captura de
anticuerpo:

211. ELISA de lgG de bloqueo

Esta prueba ELISA puede utilizarse en muestras de suero o de plasma, humano o de rumiantes
(Paweska et al., 2005). Es posible que cada laboratorio que realice la prueba deba optimizar las
diluciones de reactivos indicadas en el procedimiento de la prueba que figura a continuacién. La
inactivacion del VRVF es necesaria por motivos de seguridad. Para los tampones de enjuague,
bloqueo y diluyente se utilizan, respectivamente, PBS y Tween 20 al 0,1%, leche desnatada en
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polvo al 10% en PBSy leche desnatada en polvo al 2% en PBS. A menos que se indique lo contrario,
los volumenes utilizados son de 100 ul/pocillo, y todos los enjuagues se realizan tres veces
durante 15 segundos utilizando 300 ul de tampon de enjuague por pocillo. Nota: Durante el paso
i), los suerosy el antigeno se mezclan en una placa separada o en tubos de dilucion, no en la placa
ELISA.

)] Se recubren las placas con 100 ul de anticuerpo de captura policlonal generado en ovejas
anti-RVF diluido a1/500 en PBS y se incuban las placas tapadas a 4°C durante todala noche.
Se enjuagan las placas.

i)  Se afiaden 200 pl/pocillo de tampdn de bloqueo y se incuban durante 1 hora en cdmara
humeda a 37°C. Se enjuagan las placas. Durante la fase de bloqueo, se afiaden 21 ul de cada
suero problema y control sin diluir en pocillos de dilucién que contengan 189 ul de virus o
antigeno control pre-diluido a 1/10. (NOTA: Estos volumenes son para el analisis de muestras
por duplicado - para el ensayo de muestras individuales, se ajustan los volumenes en
consecuencia). Para el conjugado control, se usa tampén diluyente sin aditivos.

iii)  Se afiaden 100 ul de suero problema y control/mezcla de antigeno virico a las filas A-D 1-12
y 100 ul de suero problema y control /mezcla de antigeno control a las filas E-H 1-12 y se
incuba durante 1 hora en camara humeda a 37°C. Se enjuagan las placas.

iv) Se afiaden 100 ul/pocillo de anticuerpo anti rN virico generado en conejo y diluido a 1/2000
entampén diluyente y se incuban durante 1 hora en cdmara humeda a 37°C. Se enjuagan las
placas.

v)  Se afiaden 100 ul/pocillo de anticuerpo anti-IgG generado en conejo y conjugado a HRPO
diluido a1/6000 en tampdn diluyente y se incuban durante 1hora en camara humeda a 37°C.
Se enjuagan las placas seis veces.

vi) Se afiaden 100 ul/pocillo de sustrato de peroxidasa ABTS. Se dejan las placas durante
30 minutos a temperatura ambiente (22-25°C) en la oscuridad. Se afiaden 100 ul/pocillo de
solucion de parada SDS concentrada 1x y se lee la densidad 6ptica a 405 nm.

vii) Se calcula la actividad especifica de cada suero (DO neta) restando la DO de fondo
inespecifica en los pocillos con antigeno control de la DO especifica en los pocillos con
antigeno del virus. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicidon (PI); las
lecturas medias de DO de las pruebas repetidas se convierten en valores de Pl mediante la
ecuacion: [100 - (DO neta media de la muestra problema/DO neta media del control
negativo) x 1001.

Los ELISA indirectos de captura de IgG (Paweska et al., 2003) y de IgM (Williams et al., 2011) mencionados
abajo se utilizan en suero y plasma de rumiantes. Ambas pruebas emplean leche desnatada al 10%/Tris
salino con Tween (NFM/TST) como tampén de bloqueo y dilucién, y tampoén TST (Tris 50 mM; NaCl
150 mM; Tween 20 al 0,1%) como tampén de lavado (pH 8,0). Las reacciones se detienen con H2SO42 N.

La nucleoproteina recombinante (rN) del VFVR se produce y purifica como describen Williams et al.
(2011). La conjugacion de la proteina a HRPO se lleva a cabo siguiendo el protocolo de Nakane y Akira
Kawaoi (1974). El antigeno rN es estable durante un maximo de 1afio a 4°C.

Para preparar las placas para su uso inmediato, se lleva a cabo una titulacion en tablero de ajedrez del
anticuerpo de captura o del antigeno contra el conjugado en una placa de ELISA de 96 pocillos para
determinar la concentracion minima de reactivo que daria un valor de DO de 0,5-0,6 al leerla a 650 nm
tras un periodo de incubacion de 20 minutos. Ello determinara cémo deben diluirse el
anticuerpo/antigeno y el conjugado para recubrir las placas y detectar la unién de antigeno/anticuerpo
en la prueba.

21.2. ELISA de capturade IgM

i) Se recubren todos los pocillos de las placas de ELISA de 96 pocillos con 100 ul del
anticuerpo de captura (anticuerpo de afinidad purificado generado en conejo anti-IgM de
oveja) diluido a 1 ug/ml en PBS (que es una dilucion a 1/1 000 si asi se ha determinado en la
titulacion), y se incuban durante toda la noche a temperatura ambiente en una camara
humeda.
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ii)  Selavan las placas tres veces con el tampon de lavado.
iii) Se bloquean las placas con 300 ul de tampdn de bloqueo y se incuban 1hora a 37°C.
iv)  Selavan las placas de nuevo tres veces con tampdn de lavado.

v)  Sediluyen tanto el suero control (positivo y negativo) como el problema a 1/100 en tampén
de bloqueo y se afiade cada suero a un pocillo designado a volimenes de 100 pl/pocillo.

vi) Seincuban las placas 1 hora a 37°C. Se evita el secado colocando las placas en una camara
humeda.

vii) Tras el paso de incubacion, se lavan las placas de ELISA con tampén de lavado tres veces.

viii) Se diluye el conjugado rN-HRP a 1/6 000 y se afiaden 100 pul de esta dilucién a cada pocillo.
Se utiliza tampon de bloqueo como control del conjugado.

ix) Las placas se incuban 60 minutos a 37°C.

x)  Las placas se lavan, como en el paso b. A continuacion, se transfiere tetrametilbencidina
(TMB) lista para ser utilizada a volumenes de 100 ul a cada pocillo, y las placas se dejan
reposar a temperatura ambiente durante 15-30 minutos, hasta que aparezca un cambio de
color a azul o valores de DO de 0,5 cuando las placas se lean a 605 nm. Debe evitarse la
exposicion a la luz directa.

xi)  Se detiene la reaccion con 100 pl de solucion de parada (acido sulftrico 016 M), y se leen los
valores de DO empleando un lector de placa de ELISA a 450 nm.

xii) Interpretacién de los resultados: los resultados se expresan como porcentaje respecto al
suero control positivo (PP) empleando la siguiente formula:

(DO media del suero problema duplicado)/(DO media del suero positivo) x 100

donde los valores de corte que determinaran el positivo y el negativo se determinan
mediante un andlisis de la curva de la caracteristica operativa del receptor (ROC).

Es importante destacar que el valor de corte de un ELISA puede ajustarse en funcién de la
poblacion de destino, asi como del propdsito de la prueba.
21.3. ELISAindirecto de lgG

i) Se recubren los pocillos de una placa de ELISA de 96 pocillos con 100 ul de rN diluido en
tampén carbonato 50 mM (pH 9,6) empleando el porcentaje de dilucién determinado por
una titulacion previa, como se explica arriba; se incuban toda la noche a temperatura
ambiente en una camara humeda.

ii)  Selavan las placas tres veces con unos 300 ul de tampon de lavado por pocillo.

iii) Se bloquean las placas con unos 300 ul de tampon de bloqueo y se incuban 1 hora a 37°C.
iv)  Selavan las placas de nuevo tres veces con unos 300 ul de tampén de lavado por pocillo.
v)  Sediluyen los sueros control (positivo y negativo) y problema a1/100 en tampon de bloqueo.
vi) Se afiade 100 pl de los sueros diluidos a los pocillos designados, por duplicado.

vii) Seincuban las placas 1 hora a 37°C. Se evita el secado colocando las placas en una cdmara
humeda.

viii) Tras el paso de laincubacidn, se lavan las placas de ELISA con tampdn de lavado tres veces.

ix) Se diluye el conjugado G-HRP a 1/32 000 en tampdn de bloqueo y se afiaden 100 ul del
conjugado a cada pocillo.

X)  Seincuban 60 minutos a 37°C.

xi) Las placas se lavan, como en el paso b. A continuacion, se transfiere sustrato TMB lista para
ser utilizada a cada pocillo, y las placas se dejan reposar a temperatura ambiente durante
unos minutos, evitando la exposicién a la luz directa. Las placas se leen a 605 nm para
determinar si se ha alcanzado una DO de 0,4-06.
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xii) Se detiene la reaccion con 100 ul de solucion de parada (acido sulftrico 0,16 M), y se leen las
placas empleando un lector de placa de ELISA a 450 nm.

xiii) Interpretacién de los resultados: los resultados se expresan como porcentaje respecto al
suero control positivo (PP) empleando la siguiente férmula:

(DO media del suero problema duplicado)/(DO media del control positivo) x 100

donde los valores de corte que determinaran el positivo y el negativo se determinan
mediante un andlisis de la curva de la caracteristica operativa del receptor (ROC).

Es importante destacar que el valor de corte de un ELISA puede ajustarse en funciéon de la
poblacion de destino, asi como del propdsito de la prueba.

2.2. Prueba de neutralizacion por reduccion de placas

La prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT) se puede utilizar para determinar la
presencia de anticuerpos neutralizantes en animales infectados por via natural y en animales vacunados.
Debe ejecutarse en instalaciones de alta biocontencion y por parte de personal formado. La prueba es
muy especificay se puede utilizar para analizar sueros de cualquier especie. Normalmente se utiliza para
medir la eficacia de la vacuna. La cepa Smithburn del VFVR altamente atenuada neurotrépica para
encéfalo de raton (Smithburn, 1949) o cualquier otra, preferiblemente atenuada, se utiliza como virus de
desafio. El virus se conserva a -80°C o bien a 4°C en forma liofilizada.

La PRNTeo (es decir, la prueba de reduccion del 80%) que se lleva a cabo en un sistema de cultivo celular
en general se acepta como prueba estandar para la determinacion cuantitativa de la actividad de
anticuerpos neutralizantes en muestras de suero. La PRNT se puede ejecutar en placas de plastico de 6,
12, 24 0 96 pocillos. En la siguiente técnica se describe con 12 pocillos y cuatro diluciones de sueros
problemas a 1/4.

2.21. Procedimiento analitico

i)  Se diluyen los sueros problema a 1/10 en medios de cultivo celular y se inactivan durante
30 minutos en un bario de agua a 56°C (0,500 ml [0,050 ml de suero + 0,450 ml de medio de
cultivo celular]).

ii)  Sellevanacabo cinco diluciones seriadas a ¥2 en tubos (por ejemplo, 0.1 ml de Suero diluido
+ 0,3 ml de medio de cultivo celular) empezando con 1:40 y terminando con 1:10240 en
medios de cultivo. Se afiaden sueros control que se sepa que son positivos y negativos.

iii) Se prepara una suspensioén del virus, calculada para generar alrededor de 100 unidades
formadoras de placa por 0,1 ml. Se afiaden 0,4 ml de la suspension virica a todos los tubos
de dilucion de sueroy alos tubos control positivo y negativo. Los tubos se tapany conservan
en refrigeracion durante una noche a 4°C.

iv) Se marca una placa de plastico de 12 pocillos que contenga monocapas celulares con el
numero de identificacion de cada muestra problema correspondiente a la hoja de trabajo:
titulacion virica por retroceso, y pocillos duplicados para las diluciones a 10, 40, 160, 640,
2560 y 10240. Las placas se ponen en una incubadora (37°C y 5% de CO2) hasta la
inoculacion.

v) Llegado el momento, los medios de cultivo se desechan. Empezando por la dilucién maxima
de la mezcla de suero-virus (1:10240), se inoculan 0,1 ml (100 pl) a los dos pocillos marcados
con 1:10240 que contengan monocapas celulares confluentes. Se siguen inoculando
pocillos hasta la dilucién 1:10 incluida. Se dejan absorber las placas inoculadas durante al
menos 1 hora a 37°C en una atmodsfera humidificada con un 5% de CO.. Las placas se
balancean cada 15 minutos.

vi)  En primer lugar se recubren los medios con nutriente-agarosa. Se recubren las células
inoculadas con 1,5 ml de nutriente-agarosa (volumen equivalente de mezcla de medio
esencial de Eagle (EBME) 2x y agarosa al 2% derretida) y se dejan reposar a temperatura
ambiente. Las placas se invierten cuando la agarosa se haya solidificado y se ponen en una
incubadora a 37°C con un 5% de COa.
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vii) Veinticuatro horas antes del recuento de las placas, se recubren de nuevo todos los pocillos
problema (0,75 ml) con tincién roja neutra. Se deja que este recubrimiento solidifique
durante 15 minutos a temperatura ambiente (evitando que les toque la luz). Las placas se
invierten y se ponen en una incubadora a 37°C con un 5% de COa..

viii) Unas 24 horas después del Segundo recubrimiento, se cuentan todas las placas
correspondientes a los controles del virus, los paneles y los controles positivos y negativos.
El titulo se expresa como la dilucién maxima de suero que causa una reduccion del 80% en
comparacion con el recuento control del virus.

Eltitulo del control positive dependera del formato de dilucion que se utilice en cada prueba. Silos sueros
se han diluido a Y4, el titulo del control positivo debe ser como maximo cuatro veces y como minimo una
cuarta parte (+ o -) del titulo control positivo determinado previamente. El titulo que se considerara
positivo para anticuerpos contra el VFVR dependera del propdsito de la prueba. Si el propdsito es medir
la inmunogenicidad de una vacuna, servird un umbral de 1/80 o 1/100. Si se trata de comprobar la
circulacion del VFVR en una poblacién, un titulo de 1/10 o 1/20 en un animal puede considerarse un
resultado positivo.

2.3. Neutralizacion del virus

La prueba de neutralizacion del virus (VN) puede utilizarse para determinar la presencia de anticuerpos
neutralizantes en animales naturalmente infectados y vacunados. Debe realizarse en instalaciones de
bioseguridad de alta contencién por personal formado. La prueba es muy especifica y puede utilizarse
para analizar suero de cualquier especie. Como virus de desafio puede utilizarse cualquier virus de la
FVR caracterizado, preferiblemente atenuado. Lo ideal es almacenar el virus a -80°C 0 a 4°C en forma
liofilizada. La VN se realiza en un sistema de cultivo celular y se acepta generalmente como uno de los
sistemas de ensayo estdndar para la determinacion cuantitativa de anticuerpos neutralizantes en
muestras de suero. La prueba se realiza normalmente en formato de microneutralizacién en placas de
cultivo tisular de plastico de 96 pocillos. La técnica que se describe a continuacion describe la prueba
realizada utilizando diluciones dobles de sueros problema (Lubisi et al., 2019).

2.31. Protocolo analitico

)] Se prepara una dilucién a 1/5 de sueros problema en medio de cultivo tisular y se inactiva a
56 °C durante 30 minutos en un bafio de agua, y dejar enfriar.

ii)  Se preparan ocho diluciones secuenciales a la mitad en medio de cultivo tisular, empezando
por 1/10 y terminando por 1/1280. Se incluyen sueros control positivo y negativo de
composicidon conocida. Se dispensan 50 pl de la dilucién mas alta (1/10) a la mas baja
(1/1280) de cada suero por la columna de una placa de 96 pocillos por duplicado.

iii) Se prepara una suspension de virus, calculada para producir aproximadamente 100-
300 DICTso (dosis infectiva en el 50% de los cultivos tisulares expuestos) por ml. Se afiaden
volumenes iguales de suspension de virus (50 pl) a todos los pocillos que contengan
diluciones de sueros problema, positivos y negativos. Se incuba la placa a 37°C durante
1hora en una cdmara humeda con un 5% de CO..

iv) Cuando estén listos, se desechan los medios de cultivo. Empezando por la diluciéon mas alta
de la mezcla de suero/virus (1/10240), se inoculan 01 ml (100 ul) en cada uno de los dos
pocillos marcados con 1/10240 que contengan monocapas celulares confluentes. Se sigue
con la inoculacion de los pocillos hasta la dilucién 1/10 incluida. Se deja que las placas
inoculadas absorban durante al menos 1 hora a 37°C en una atmdsfera humidificada con un
5% de CO.. Se inclinan las placas cada 15 minutos.

v) Seafiaden 100 ul de células Vero o BHK a una concentracion de 3-4 x 10° células por mly se
incuban en las mismas condiciones que antes durante 3-5 dias. Se incluye una titulacién del
virus que consista en el virus problema a la dilucion de trabajo, y al menos una dilucion por
encimay por debajo, y controles celulares en la misma placa o en otra placa, dependiendo
del niumero de muestras analizadas.

vi) Se supervisa diariamente la placa con un microscopio invertido y, cuando el virus a la
dilucién de trabajo en los pocillos de valoracién del virus muestre un efecto citopatico (ECP)

Manual Terrestre de la OMSA 2023 13



Capitulo 31.19. - Fiebre del valle del Rift (infeccidon por el virus de la fiebre del valle del Rift)

1.

del 80-100% y las monocapas estén intactas en los pocillos control celular, las placas
estaran listas para su lectura.

Se registran todos los ECP observados en los pocillos que contengan sueros problema. Para
confirmar los resultados, las placas pueden fijarse con formalina al 10% que contenga violeta
cristal al 0,05%, y volver a visualizarse al microscopio.

Los titulos de anticuerpos séricos se toman como el reciproco de la dilucién a la cual se
observala ausencia de ECP (0%) o la presencia de ECP muy escaso (~10%). Cada laboratorio
determinara los titulos de corte para definir valores positivos y negativos en funcién del
resultado de su validacion interna de la prueba.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

Antecedentes

Las vacunas contra la FVR actualmente disponibles son vacunas vivas atenuadas o bien vacunas inactivadas
(Dungu et al., 2018). Las autoridades reguladoras pueden aconsejar acerca de la disponibilidad en cada pais.

Tabla 2. Resumen de las cepas de las vacunas actuales contra la FVR

Vacunas con la
cepa Smithburn
viva atenuada

Vacunacon la
cepa Clone-13
viva atenuada

Vacunas con la
cepa MP-12
atenuada

Vacunas con
virus inactivado

Cepa humana

Cepas naturales

encéfalo murino

en el gen NSs

mutageno (23
mutaciones)

Origendela CeSa::' d’:ﬂsgqll‘gto’ Cepa1g$fa”a’ egipcia ZH548, (Sudéfricay
cepa ganda, 1977 Egipto) utilizadas
Atenuacién
Atenuacion Mas de 200 pases en Delecién natural dirigida por No es aplicable

Sustrato para la

Linea celular BHK

Linea celular Vero

Linea celular Vero

Linea celular BHK

produccion E6
Espec!e de Ganado Ganado Ganado Ganado
destino
Estrategia DIVA No No No No

11. Lavacunaviva atenuada Smithburn contrala FVR
El virus de esta vacuna deriva de la cepa neurotrépica original Smithburn. Esta cepa no es letal para el
ratén adulto inoculado por via intraperitoneal y es segura para su uso en todas las razas bovinas, ovinas
y caprinas (Barnard, 1979; Smithburn, 1949). No obstante, puede causar anomalias fetales o abortos en
hembras gestantes. La vacuna Smithburn contra la FVR se ha utilizado durante décadas para el control
de la FVR en el este y el sur de Africa y en Oriente Medio, y sigue utilizdndose en varias regiones
endémicas.

1.2. Lavacunacon lacepaClone 13 contralaFVR

Clone 13 es una cepa atenuada de forma natural que se caracteriza por una gran delecién del gen que
codifica el principal factor de virulencia, el NSs (Dungu et al., 2018). El riesgo de reversién se considera
improbable. No se han observado abortos ni efectos secundarios en ensayos experimentales realizados
con lavacuna (Dungu et al., 2018; Hunter y Bouloy, 2001). Recientemente se ha introducido en Sudafrica
para ser utilizada en ovejas y ganado vacuno empleando una pauta de inyeccion unica.

14

Manual Terrestre de la OMSA 2023



Capitulo 31.19. - Fiebre del valle del Rift (infeccidon por el virus de la fiebre del valle del Rift)

1.3. Lavacunaconlacepa MP-12 contrala FVR

La cepa MP-12 del virus de la FVR deriva del aislamiento en placa de la cepa ZH548 del brote egipcio de
1977-1978. Su genoma codifica 23 mutaciones nucleotidicas (lkegami et al., 2015), es decir, cuatro
mutaciones en el segmento S, nueve mutaciones en el ssgmento M y diez mutaciones en el segmento L.

Se han generado lotes de inéculo primario y de vacunas a partir de la cepa MP-12, y su inocuidad y
eficacia se han evaluado en rumiantes (Morrill et al., 1997), camélidos (Rissmann et al., 2017) y primates
no humanos (Morrill et al., 2003; 2011a; 2011b). Aunque la cepa MP-12 es altamente inmunogénica en
rumiantes, hay una falta de conocimiento sobre el mecanismo de atenuacion de MP-12.

1.4. Lavacunainactivada contrala FVR

Las vacunas inactivadas con formalina que se producen actualmente derivan de una cepa natural del
VFVR adapta a crecer en cultivo celular (Barnard, 1979). Estas vacunas actualmente se adyuvantan en
hidréxido de aluminio. No obstante, las vacunas inactivadas contra la FVR precisan una segunda dosis
3-6 meses después de la inicial, seguida de revacunaciones anuales. La vacuna inactivada contrala FVR
también se utiliza en situaciones de brote, y en animales gestantes, porque la vacuna Smithburn
atenuada no es adecuada para este grupo de animales.

Se estan desarrollando o evaluando muchas otras vacunas candidatas en especies de destino o bien se encuentran
en las primeras fases del desarrollo.

Existen varias caracteristicas del producto que serian deseables para que una vacuna contra la FVR sea efectiva 'y
segura, y que deben tenerse en cuenta al definir el perfil del producto que se pretende desarrollar. Preferiblemente,
los elementos del perfil de un producto en desarrollo destinado a ser una vacuna contra la FVR deben cumplir la
recomendacion 2 del informe de la reunion de la FAO de 2011 (FAO, 2011), que se indican mas adelante.

El principal objetivo de una vacuna contra la FVR es prevenir epizootias y epidemias en especies de interés
econdémico (especies pecuarias susceptibles [rumiantes] y, posiblemente, camélidos) y reducir el impacto en la
sanidad animal y la salud publica. Ademas del posible impacto econémico, podria tener también algunas
implicaciones en los desplazamientos internacionales de animales. Es necesario distinguir entre los requisitos
especificos para regiones endémicas y los aplicables a las regiones libres de la enfermedad.

1.5. Region endémica

El objetivo es la prevencion y el control de epizootias y epidemias en zonas endémicas y contribuir a la
mejora de la produccién pecuaria en zonas endémicas. Por orden de prioridades, las caracteristicas de
las vacunas son las siguientes:

i) preferiblemente una dosis, que dé lugar a una inmunidad duradera, de al menos 1afio;

ii)  preferiblemente unainmunidad de por vida tras un nimero bajo de dosis.
1.6. Region libre o no endémica

Las vacunas deben utilizarse para la prevencion del virus o para responder a una introduccion de este.
Las caracteristicas esperables de las vacunas son: que sean seguras con un inicio rapido de lainmunidad
protectora y de la proteccién en animales de todas las edades y estados fisioldgicos. Aunque el poder
aplicar una estrategia DIVA (deteccion de infeccidon en animales vacunados) es importante para
cualquier futura vacuna, el exigir esta propiedad no debe impedir u obstaculizar el desarrollo nilalicencia
de una vacuna efectiva contra la FVR.

En todos los casos, las vacunas deben:
i) Ser seguras para el personal involucrado en la produccion de las vacunas y para los usuarios, seguras en todos

los estados fisioldgicos de los animales, y conllevar un riesgo muy bajo de introduccion en el medio ambiente
(posibles vectores);
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ii)

iii)

iv)

Ser protectoras en multiples especies vy, si es posible, en todas las especies susceptibles de importancia
economica, para prevenir la infeccién y la transmision;

Ser rentables para los productores y usuarios, preferiblemente con una vacunacion de una sola dosis;

Ser faciles de utilizar (por ejemplo, preferiblemente de administracion sin aguja), adecuadas para el
almacenamiento (por ejemplo, en bancos de vacunas) y rapidamente disponibles.

El personal que manipule VFVR virulento debe trabajar preferiblemente eninstalaciones con alta contenciony estar
vacunado, en el caso de que se disponga de vacuna para uso humano, para minimizar el riesgo de infeccién.

Las directrices para la produccion de vacunas veterinarias se indican en el Capitulo 11.8. Principios de produccion
de vacunas veterinarias. Las directrices aquiindicadasy las del capitulo 1.1.8 son de caracter general y pueden tener
que complementarse con requisitos de ambito nacional o regional.

En la siguiente descripcidn de la produccién de vacunas, se ofrece informacién sobre la produccion de vacunas
vivas e informacion sobre la produccién de vacunas inactivadas.

2. Descripcion de la produccion y requisitos minimos para las vacunas convencionales

2.1. Caracteristicas del indculo virico

211.

21.2.

213.

Caracteristicas biolégicas del inéculo virico primario

Debe registrarse la procedencia exacta de la cepa, incluido el tipo de material del cual deriva el
virus. El historial de pases in vitro y los datos sobre los ingredientes deben registrarse también,
conforme al capitulo 11.8. El inéculo virico primario (MSV) debe someterse a pruebas de
identidad, pureza (ausencia de agentes extrafios) e inocuidad. La caracterizacion del MSV debe
realizarse empleando parametros biolégicos o genéticos, segun corresponda.

Suponiendo que la inmunogenicidad es suficiente y por motivos evidentes de seguridad, para
producir vacunas inactivadas es muy recomendable utilizar cepas viricas atenuadas. El nimero
de pases del virus desde la reserva de MSV hasta el producto final no puede ser superior a cinco
(Farmacopea Europea, 2012).

Criterios de calidad

La pureza del MSV y de las células que se utilicen para producir la vacuna debe mantenerse a lo
largo de todo el proceso. El indculo virico debe estar libre de agentes extrafios, bacterias y
Mycoplasma, lo cual debe comprobarse utilizando pruebas que se sepa que son sensibles en la
deteccion de estos microorganismos (véase el Capitulo 1.1.9 Pruebas de esterilidad y ausencia de
contaminacién en los materiales bioldgicos de uso veterinario). La alicuota a analizar debe ser
representativa de un titulo suficiente para la produccion de la vacuna, pero no tan alto como para
que los sueros hiperinmunes sean incapaces de neutralizar el inéculo virico durante la prueba de
pureza. El indculo virico se neutraliza con antisuero monoespecifico o anticuerpo monoclonal
contra un VFVR distinto del inéculo virico, y la mezcla virus/anticuerpo se cultiva en varios tipos
de monocapas de lineas celulares. Deben pasarse cultivos neutralizados y comprobarse si
presentan virus extrafios que pudieran haber infectado las células o el inéculo virico durante los
pases previos. Por ejemplo, el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es un posible contaminante
introducido a través del uso de suero fetal bovino en sistemas de cultivo celular. Se recomienda
una linea celular altamente permisiva para el VDVB de los tipos 1y 2 como una de las lineas
celulares escogidas para la evaluacién del MSV. Los productos de origen bovino deben obtenerse
de paises con un riesgo insignificante de encefalopatia espongiforme bovina.

Validacién como cepa vacunal

Debe comprobarse que la vacuna derivada del MSV es satisfactoria respecto alainocuidad y ala
eficacia en las especies a las que va destinada.
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2.2. Método de fabricacion

2.21. Procedimiento
i) Vacunas vivas

Las vacunas deben producirse de acuerdo con lo establecido en el Capitulo 1.1.8 Principios
de produccidn de vacunas veterinarias. El indculo virico se produce en cultivo celular, véase
la Tabla 2, arriba. El numero de pases desde el MSV debe ser como maximo de cinco. La
dosis de virus que se utilice parainocular el cultivo celular debe mantenerse al minimo para
reducir la posibilidad de que interfieran particulas viricas defectuosas. Cuando el virus ha
alcanzado su titulo adecuado, lo cual vendra determinado por el ECP u otra técnica
aprobada, el material recogido podra clarificarse. En general, la vacuna se liofiliza,
preferiblemente en presencia de un estabilizador adecuado.

ii)  Vacunas inactivadas

Los antigenos que se utilizan en las vacunas inactivadas en general se preparan de forma
similar a como se hace con las vacunas vivas. El virus presente en el medio de
mantenimiento del virus se inactiva empleando un método validado de inactivacion, y a
continuaciéon puede terminar concentrandose/purificAndose y formulandose como
adyuvante apropiado.

En el caso de que se utilice un VFVR virulento para producir una vacuna inactivada, el
personal que manipule el virus vivo debera estar vacunado, si se dispone de vacuna para
uso humano, y las instalaciones y las practicas deberan ser acordes a un nivel alto de
contencién que minimice el riesgo de infeccion del personal y de liberacion al medio
ambiente.

2.2.2. Requisitos para los ingredientes

Debera comprobarse que las lineas celulares que se utilicen para el cultivo celular estan libres de
agentes extrafios. Todos los productos de origen animal que se empleen en la produccién y
mantenimiento de las células (es decir, tripsina, sueros fetales bovinos) y en el cultivo del virus
deberan estar libres de agentes extrafios, y debera prestarse especial atencion a la presencia del
VDVB.

2.2.3. Controles durante el proceso

El rendimiento se puede evaluar empleando pruebas de masa antigénica o de infectividad. La
esterilidad de los antigenos debe comprobarse a lo largo de todo el proceso.

Se utiliza un método de control de la inactivacion validado para asegurar una inactivacion
completa del material a granel de cada lote. En el caso de las vacunas inactivadas, las muestras
tomadas a intervalos de tiempo periddicos durante la inactivacién, y a continuacién inoculadas
en una linea celular susceptible (como la que se utiliza para la produccion) deben indicar una
pérdida completa del titulo al llegar a los 2/3 de la duracién total del proceso de inactivacion.

Para las pruebas en cultivos celulares, se inocula en al menos 150 cm? de monocapa de cultivo
celular 1,0 ml del material recogido inactivado. El producto supera la prueba si no hay indicios de
que esté vivo ningun virus ni ningun otro microorganismo observado.

Al final de la produccion, el contenido en antigeno se mide para establecer que en el producto a
granel se han logrado los titulos minimos o la masa antigénica minima.

2.2.4. Pruebas en lotes de producto final
)] Esterilidad

Los productos finales deberan someterse a pruebas de ausencia de bacterias, Mycoplasma
y contaminacion fungica (véase el capitulo 11.9).
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ii)

iii)

iv)

V)

Identidad

El virus vivo atenuado o el antigeno inactivado del producto a granel, asi como el producto
final formulado (liofilizado o liquido) deben someterse a pruebas de identidad antes de ser
liberados, para comprobar que contienen la cepa del VFVR correspondiente.

Inocuidad

La prueba de inocuidad en el lote de producto final esta disefiada para detectar posibles
reacciones adversas andmalas, ya sean locales o sistémicas.

Debera inocularse a un minimo de dos animales sanos seronegativos y de la especie de
destino la dosis recomendada de la vacuna, por la via de administracion recomendada, a al
menos dos animales. Estos animales se observaran para comprobar si presentan
reacciones locales o sistémicas a la vacunacion, durante como minimo 14 dias. Toda
reaccion adversa atribuible ala vacuna debera evaluarse, y podria impedir la aceptacion del
lote. Si se realiza la prueba de potencia en la especie de destino, la observacion de la
seguridad durante esta prueba también podria considerarse una alternativa a la prueba de
seguridad del lote aqui descrita.

Potencia del lote

En el caso de las vacunas vivas, la potencia suele basarse en el titulo del virus vivo. Para la
liberacion de lotes de vacunas inactivadas, pueden utilizarse pruebas indirectas por motivos
de viabilidad y de bienestar animal, siempre que se haya validado una correlacion con el
porcentaje de proteccion en el animal de destino. A menudo, las pruebas indirectas de
potencia consisten en una titulacion de anticuerpos tras la vacunacion de especies
susceptibles. Pueden utilizarse otros métodos (masa antigénica) si estan adecuadamente
validados.

Contenido en humedad

El contenido en humedad de la vacuna atenuada liofilizada no puede superar el 5%.

2.3. Requisitos para la aprobacion del registro

2.31.

2.3.2.

Proceso de fabricacién

Para el registro de la vacuna, deben presentarse a las autoridades todos los datos pertinentes
relativos a la fabricacién de la vacunay a las pruebas de control de calidad (véanse los apartados
C.2.21a C.2.2.4 de este capitulo). Esta informacion debe corresponder a tres lotes consecutivos
de vacuna de un volumen no inferior a 1/3 del volumen habitual de un lote industrial.

Los controles durante el proceso forman parte del proceso de fabricacion

Requisitos de inocuidad

A los efectos de conseguir la autorizacion, las siguientes pruebas de inocuidad deben dar
resultados satisfactorios. Ademas de estas pruebas, las vacunas deben someterse a pruebas de
inocuidad en el campo (véase el capitulo 1.1.8 sobre pruebas de campo [inocuidad y eficacial).

i)

a)

Vacunas vivas

Las vacunas deben someterse a pruebas de posibles efectos patégenos en cada una de las
especies de destino indicadas en la ficha técnica.

Prueba de inocuidad (sobredosis) en animales de corta edad

La prueba se lleva a cabo por cada una de las vias de administracion recomendadas
empleando animales de la especie de destino de corta edad, no mayores de la edad minima
recomendada para la vacunacién. Se emplea virus vacunal al nivel de pases atenuados
minimo que presentara en un lote de la vacuna.
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Se utilizan como minimo ocho animales sanos y de corta edad de la especie de destino, sin
anticuerpos contra el VFVR. Se administra a cada animal una cantidad del virus vacunal
equivalente a como minimo 10 veces el titulo virico maximo que puede encontrarse en
1dosis de la vacuna. Se observa a los animales a diario durante al menos 14 dias. Se registra
la temperatura corporal de cada animal vacunado durante al menos 3 dias antes de la
administracion de la vacuna, en el momento de administrarla, 4 horas después, y a
continuacion a diario durante al menos 14 dias. La vacuna supera la prueba si el aumento
medio de la temperatura corporal entre todos los animales no supera los 1,5°C, si ningun
animal presenta un aumento de temperatura superior a 1,5°C durante un periodo superior a
3 dias consecutivos, y si ninguno presenta signos destacables de enfermedad o muere por
causas atribuibles a la vacuna.

b) Inocuidad en hembras gestantes

Para que el producto se pueda utilizar en hembras gestantes, debe comprobarse que es
inocuo en todas las etapas de la gestacion.

La prueba se lleva a cabo con una vacunacién por una via recomendada empleando un
numero de animales seronegativos de la misma edad y procedencia suficiente para dar un
nivel determinado de certidumbre estadistica respecto a la probabilidad de efectos
secundarios. Deben analizarse ocho animales en cada trimestre de la gestacion (es decir,
24 animales en total), teniendo en cuenta que el riesgo teratogénico de la FVR es maximo
en los dos primeros tercios de la gestacion (Botros et al., 2006). Se utiliza un virus vacunal
que se encuentre al minimo nivel de pases atenuados que habra en un lote de la vacuna.

Se administra a cada grupo una cantidad del virus vacunal equivalente a no menos del titulo
virico maximo que puede haber en 1 dosis de la vacuna. Los animales se observan a diario
hasta el dia del parto para registrar los posibles signos clinicos. Deben tomarse muestras de
sangre de animales neonatos antes de que ingieran calostro.

La prueba se invalida si el animal no seroconvierte antes del parto. El virus vacunal supera la
prueba si no se observan anomalias en la gestacion ni en las crias, y si ninguna reproductora
presenta signos destacables de enfermedad ni muere por causas atribuibles a la vacuna.

En las muestras de sangre de los neonatos no debe haber virus vacunal.
c) Ausenciade transmisibilidad

Esta prueba debe realizarse en la especie de ganado mas susceptible a la FVR, que es la
oveja.

Se mantienen juntos para la prueba no menos de 12 corderos sanos de la edad minima
recomendada para la vacunacién y del mismo origen, que no tengan anticuerpos contra el
VFVR. Se utiliza virus vacunal al minimo nivel de pases atenuados que habra entre el lote de
MSV vy un lote de la vacuna. Se administra por una via recomendada a no menos de seis
corderos una cantidad del virus vacunal equivalente a no menos del titulo virico maximo que
puede haber en 1dosis de la vacuna.

Se mantienen no menos de seis corderos como controles de contacto. La mezcla de
corderos vacunados y lechones de contacto se realiza 24 horas después de la vacunacion.

Pasados 45 dias, se sacrifican todos los corderos por medios humanitarios. Se realizan en
los corderos pruebas apropiadas de deteccion de anticuerpos contra el VFVR y en los
corderos control pruebas de deteccion del VFVR en el bazo y el higado. La vacuna supera la
prueba si se hallan anticuerpos en todos los corderos vacunados y si no se hallan ni
anticuerpos ni virus en los corderos control.

d) Reversion alavirulencia

Esta prueba se lleva a cabo utilizando el lote de indculo primario; se utilizan las especies, la
edad y la via de inoculacién mas susceptibles. Si no se dispone de la cantidad de lote de
inéculo primario suficiente como para llevar a cabo la prueba, puede utilizarse el material
con el minimo numero de pases utilizado para la produccion del que se disponga en
cantidad suficiente. En el momento de la inoculacion, los animales de todos los grupos seran
de una edad adecuada para recuperar la cepa. Se llevan a cabo pases seriados en animales
de destino empleando cinco grupos de animales, a no ser que haya alguna justificacion para
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e)

f)

ii)

a)

realizar mas pases o que la cepa desaparezca antes del animal analizado. Para expandir el
indculo del pase no puede utilizarse una propagacion in vitro.

Los pases se realizan utilizando animales lo méas apropiados posible para el riesgo que se
estd evaluando.

Inicialmente se administra la vacuna por la via recomendada que con mas probabilidad dé
lugar a una reversion a la virulencia, empleando un inéculo inicial que contenga el titulo de
liberacion maximo. Después, se llevan a cabo como minimo cuatro pases seriados mas por
animales de la especie de destino. Estos pases se realizan por la via de administracién que
con mayor probabilidad dé lugar a una reversién ala virulencia. Silas propiedades de la cepa
permiten un pase secuencial por propagacién natural, este método puede utilizarse, de lo
contrario, el pase del virus se realizard y se comprobara si el virus que se recupera en el pase
final presenta un aumento de la virulencia. En el caso de los primeros cuatro grupos, se
utilizan como minimo dos animales. El ultimo grupo consiste en un minimo de ocho
animales. En cada pase, debe comprobarse la presencia de virus vacunal vivo en el material
que se utilice para el pase. Debe tenerse cuidado de evitar una contaminacion por virus de
pases previos. Cuando no se recupera virus de ningun pase in vivo intermedio, el pase se
repite en diez animales utilizando material pasado in vivo del ultimo pase en el que se
recuperd virus. El virus recuperado se utiliza como inéculo para el siguiente pase. Si el virus
vacunal no se recupera, la prueba se considera finalizada con la conclusion de que el virus
vacunal no presenta un aumento de la virulencia.

Durante el estudio se realizan observaciones clinicas generales. Los animales del ultimo
grupo se observan durante 21 dias a no ser que se justifique lo contrario. Estas
observaciones incluyen todos los parametros relevantes propios de la enfermedad que
podrian indicar un aumento de la virulencia. Se comparan los signos clinicos y otros
parametros relevantes con los observados en los animales que se utilizan en la prueba de
seguridad en la que se administra 1 dosis. Si el ultimo grupo de animales no presenta
evidencias de un aumento de la virulencia, no se precisa realizar ninguna otra prueba. De lo
contrario, el material utilizado para el primer pase y el virus recuperado en el nivel de pase
final se utilizan en una prueba independiente empelando al menos ocho animales por grupo,
para comparar directamente los signos clinicos y otros parametros relevantes. Este estudio
se lleva a cabo empleando la via de administracién que se utilizé para los pases previos.
Puede utilizarse otra via de administracion si esta justificada.

A no ser que se justifique lo contrario y que se autorice, el producto supera la prueba si
ningun animal muere ni presenta signos atribuibles a la cepa vacunal y no se observan
evidencias de un aumento de la virulencia en los animales del ultimo grupo.

Aspectos medioambientales

Debe prepararse una evaluacién del riesgo cuando sea posible una propagacion o exista un
riesgo de que las vacunas vivas lleguen a especies no de destino o se propaguen mediante
un vector.

Precauciones (peligros)

Las vacunas de virus vivo modificado pueden suponer un peligro para el personal que las
administra en funcién de la cepa y del nivel de atenuacion del virus. Los fabricantes deben
proporcionar suficientes advertencias de que debe acudirse al médico en caso de auto-
inyeccion de la vacuna.

Vacunas inactivadas
Prueba de inocuidad (a dosis unica o repetida)

Para conseguir la aprobacion de las autoridades reguladoras, en un lote provisional de la
vacuna debe comprobarse si la vacuna genera toxicidad local o sistémica por cada una de
las vias de administracién recomendadas, aplicando una prueba in vivo con 8 animales de
cada una de las especies de destino. Deben realizarse pruebas de dosis Unica y de dosis
repetida con vacunas formuladas que contengan la maxima carga permitida. La prueba de
la dosis repetida debe corresponder al programa de vacunacion primaria (por ejemplo, dos
inyecciones) mas la primera revacunacion (es decir, un total de tres inyecciones). Se
comprueba si los animales presentan reaccion local o sistémica a la vacunacion durante al
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menos 14 dias tras cada inyeccion. Debe evaluarse toda reaccion inesperada atribuible a la
vacuna, que podria impedir la aceptacion de esta.

b) Pruebas de inocuidad en hembras gestantes

Si el producto va a utilizarse en hembras gestantes, deben realizarse pruebas de inocuidad
en las distintas etapas de la gestacion.

Se lleva a cabo la prueba con vacunacion por una via recomendada empleando al menos
16 animales sanos de la misma edad y origen y sin anticuerpos contra el VFVR: ocho en el
primer tercio de la gestacién, y ocho en el segundo tercio (son los periodos de tiempo
durante los cuales el riesgo teratogénico de la FVR es maximo [Botros, 2006]).

Se administra a cada grupo una cantidad de la vacuna equivalente a como minimo la masa
antigénica maxima que podra contener 1dosis de la vacuna. Los animales se observan hasta
el momento del parto para comprobar si presentan signos clinicos.

La prueba se invalida si el animal no seroconvierte antes del parto. La vacuna supera la
prueba si no se observan anomalias en la gestacion ni en las crias, y si ninguna reproductora
presenta signos destacables de enfermedad ni muere por causas atribuibles a la vacuna.

c) Precauciones (peligros)

Las vacunas inactivadas contra el VFVR no constituyen ningun peligro para el personal que
las administra, aunque una inoculacién accidental podria dar lugar a una reaccién adversa
causada por el adyuvante y los componentes secundarios de la vacuna. Los fabricantes
deben proporcionar las advertencias suficientes de que es necesario buscar atencién
meédica en caso de auto-inyeccion de la vacuna.

2.3.3. Requisitos de eficacia

La eficacia de la vacuna se estima en animales vacunados directamente evaluando su resistencia
a la exposicidn al virus vivo a partir de un estudio controlado de vacunacion-desafio de animales
hospedadores. En las situaciones en las que no es posible llevar a cabo un estudio controlado de
vacunacion-desafio de animales hospedadores, la aparicion de anticuerpos neutralizantes del
virus a partir de la vacunacion se considera un indicio de eficacia, puesto que los anticuerpos
neutralizantes se consideran protectores; no obstante, el titulo protector minimo variara en
funcién del tipo de prueba de neutralizacién que se emplee y del virus que se utilice. El titulo
protector puede determinarse llevando a cabo un estudio de vacunaciéon-desafio de animales
hospedadores junto con mediciones de los anticuerpos neutralizantes, relacionando asi el titulo
con la eficacia. En general, si se supera una prueba realizada en corderos, se considera evidencia
suficiente de la calidad de una vacuna para extender su uso a otras especies. En circunstancias
en las que una vacuna se ha producido para ser utilizada inicialmente en una especie distinta del
cordero, puede ser mas adecuado comprobar la eficacia de la vacuna en la misma especie. No
obstante, excepto en el caso del ganado vacuno, todavia no se han desarrollado pruebas de
eficacia en otras especies de destino, como las cabras o los camélidos.

)] Pruebas de inmunogenicidad en animales de corta edad

La siguiente prueba es aplicable a las ovejas. Si debe usarse en otras especies, podrian
realizarse las modificaciones pertinentes.

Se lleva a cabo una prueba para cada via y método de administracion recomendado para la
vacunacion utilizando en cada caso corderos de la edad minima recomendada. La cantidad
de vacuna a administrar a cada cordero cuando se trata de una vacuna viva no es superior
al titulo virico minimo que se indica en la ficha técnicay el virus estd al nivel minimo de pases
atenuados que tendra en un lote de la vacuna. Si se trata de vacunas inactivadas, debe
utilizarse una dosis antigénica minima acorde al programa de vacunacion recomendado.

Para esta prueba se utilizan como minimo 16 corderos sin anticuerpos contra el VFVR.

En el caso de la vacuna viva, se obtienen sueros de los corderos antes de la vacunacion, 7y
14 dias después de la vacunacion y justo antes del desafio. En el caso de la vacuna
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ii)

inactivada, se obtienen sueros de los corderos antes de la primeray de la segunda inyeccion
de la primovacunacion y en el momento del desafio.

Se vacunan al menos ocho corderos, segun la pauta recomendada. Se mantienen no menos
de ocho corderos como controles. En el caso de las vacunas vivas, se expone a cada cordero,
pasados 20-22 dias y por una via adecuada, a un VFVR virulento. En el caso de las vacunas
inactivadas, se expone a cada cordero 14 dias después de terminar la primovacunacion. Se
observa a los corderos al menos una vez al dia durante 14 dias tras el desafio y se realiza un
seguimiento de los posibles signos clinicos y de la carga virica mediante una aislamiento del
virus y una RT-PCR cuantitativa con muestras de sangre.

La prueba se invalida si la presencia de anticuerpos contra el VFVR en los sueros de los
animales control indica que hubo infeccidon concomitante por el virus durante la prueba.

La vacuna supera la prueba si durante el periodo de observacién tras el desafio hay una
reduccion considerable de la duracion del titulo de viremia, asi como una reduccion
considerable en los signos clinicos (si el virus de desafio utilizado produce los mismos
signos) en los corderos vacunados en comparacion con los corderos control.

Pruebas de inmunogenicidad en hembras gestantes

A no ser que en una monografia nacional especifica se indique lo contrario, debe
comprobarse la inmunogenicidad en animales gestantes. La siguiente prueba es aplicable
a las ovejas. En otras especies deberan aplicarse las modificaciones correspondientes.

Se lleva a cabo una prueba para cada via y método de administracion recomendados para
la vacunacién, empleando, en cada caso, ovejas gestantes de la edad minima recomendada.
En el caso de las vacunas vivas, la cantidad de vacuna a administrar a cada oveja no debe
ser superior al titulo virico minimo que se indique en la ficha técnica y el virus debe
encontrarse en el nivel de pases atenuados maximo que se hallara en un lote de vacuna. En
el caso de las vacunas inactivadas, debera utilizarse una dosis antigénica minima segun el
programa de vacunacion recomendado.

Para esta prueba se utilizara un minimo de 8 ovejas gestantes sin anticuerpos contra el
VFVR.

En el caso de la vacuna viva, se obtienen sueros de las ovejas antes de la vacunacion, 7y
14 dias después de la misma, y justo antes del desafio. En el caso de la inactivada, se
obtienen sueros de los corderos antes de la primera y segunda inyecciones de la
primovacunacion y en el momento del desafio.

Se vacuna a un minimo de ocho ovejas segun el programa recomendado. Se mantiene un
minimo de ocho ovejas mas como controles. En el caso de la vacuna viva, se expone a cada
oveja, pasados 20-22 dias, y por una via adecuada, a un VFVR virulento. En el caso de las
vacunas inactivadas, se expone a las ovejas 14 dias después de terminar la
primovacunacion. Se observa a las ovejas al menos a diario durante 14 dias tras el desafio y
se realiza un seguimiento de los signos clinicos y de la carga virica mediante aislamiento
virico y RT-PCR cuantitativa en sangre.

La prueba se invalidara si la presencia de anticuerpos contra el VFVR en los sueros de los
animales controles indican que durante la prueba ha habido infeccidn intercurrente por el
virus.

La vacuna supera la prueba si durante el periodo de observacion tras la exposicion hay una
reduccion significativa de la duracion y del titulo virémico y una notable reduccién de los
signos clinicos (si el virus de desafio utilizado causa tales sighos) en las ovejas vacunadas
respecto a las ovejas control.
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2.3.4. Vacunas que permiten una estrategia DIVA (deteccién de infeccién en animales vacunados)
Actualmente no se dispone de ninguna estrategia DIVA para las vacunas existentes contra el
VFVR.

2.3.5. Duracién de lainmunidad

Como parte del procedimiento de autorizacion, el fabricante debe demostrar la duracion de la
inmunidad en una vacuna dada mediante desafio o utilizando una prueba alternativa validada,
como la serologia al final del periodo de proteccion indicado. La inmunidad debe durar por lo
menos 1afio cuando la vacuna se administre al principio de la estacién de los mosquitos.

2.36. Estabilidad

Como parte de los estudios de determinacion del periodo de validez para la autorizacion, debe
demostrarse la estabilidad de todas las vacunas.

El periodo de validez de un lote de vacuna liofilizada o un lote de vacuna inactivada liquida contra
el VFVR no debe ser inferior a1 afio.
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*

* %

NB: Existen Laboratorios de Referencia de la OMSA para la fiebre del Valle del Rift
(puede consultarse la pagina web de la OMSA:
https://www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3)
Por favor, contacte con los Laboratorios de Referencia de la OMSA para mas informacién sobre pruebas de
diagnéstico, reactivos y vacunas para la fiebre del Valle del Rift

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1989. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2023.
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