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ELAISLAMIENTO DE LAS PRIMERAS
ESTIRPES ESPANOLAS DEL VIRUS DEL.
ECTIMA CONTAGIOSO POSIBILITA EL DISENO
DE TEST DIAGNOSTICOS Y NUEVAS VACUNAS

El desarrollo de nuevas vacunas como las basadas en vectores virales que eviten la
recurrencia de la infeccién es fundamental para el control del ectima contagioso y
el sostenimiento de la actividad ganadera.
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El ectima contagioso (EC), causado por el virus ORF
(ORFV), es una enfermedad cutdnea altamente con-
tagiosa y de caracter zoondtico que afecta principal-
mente al ganado ovino y caprino (Spyrou y Valiakos,
2015). Las lesiones caracteristicas se presentan funda-
mentalmente en los bordes mucocutaneos de la cara
y la boca (Faridi y Ahmed, 2021), provocando que los
animales reduzcan considerablemente la ingestidn de
alimentos y eventualmente la anulen, pudiéndose pre-
sentar muertes por inanicion, especialmente en anima-
les jévenes. También puede afectar a pezones, genita-
les y més raramente a toda la piel. En su presentacion
clinica mas frecuente, la enfermedad cursa con una
elevada morbilidad (hasta del 100 %) y con una baja
mortalidad (menos del 5 %) (Haig y McInnes, 2002).

La prevencién frente al EC es un aspecto clave para
evitar las pérdidas econdmicas en las ganaderfas y
maximizar la rentabilidad de las explotaciones. Las
pérdidas se traducen, ademas del mencionado me-
nor peso de los corderos por la dificultad para ali-
mentarse, en la muerte de animales jévenes, retraso
en el crecimiento y aumento de la mano de obra 'y
del gasto sanitario para tratar las infecciones secun-
darias. El diagndstico clinico resulta sencillo cuando
el cuadro lesional es bucal, sin embargo, es menos
evidente en el resto de formas clinicas y habitualmen-
te pasan desapercibidas. El diagndstico en el labo-
ratorio es fundamental para confirmar la presencia
del ORFV en el rebafio y una mejor evaluacién de la
influencia de la infeccidn en las explotaciones.

Las estimaciones indican que un 10 % de las explota-
ciones del Reino Unido se encuentran afectadas por
brotes recurrentes de la enfermedad, indicando que
la importancia econémica de la enfermedad ha sido
subestimada. Sin embargo, no existen estudios en
nuestro entorno mas cercano que evallen la exten-
sién de la enfermedad y sus repercusiones sobre la
sanidad animal o la economfa.

El control de la infeccién consiste tradicionalmente
en la administracién de vacunas vivas atenuadas, que
han dejado de estar disponibles en nuestro pafs. La
inmunidad que se induce es temporal y estd poco
caracterizada ya que los animales vacunados pueden
reinfectarse y desarrollar la enfermedad, generalmen-
te de manera mas leve. Las estirpes virales que se
emplean en este tipo de vacunas no estdn completa-
mente caracterizadas desde el punto de vista genéti-
co, como tampoco lo estd la atenuacién derivada del
cultivo in vitro. Mediante pases en células en cultivo, el
ORFV pierde segmentos genéticos, normalmente de
los extremos, que le confieren el cardcter atenuado
(Pye, 1990). Sin embargo, estos genes perdidos po-
drian ser importantes para la respuesta inmunitaria y
para la induccién de inmunidad esterilizante.

El ORFV pertenece al género parapoxvirus, dentro
de la familia de los poxvirus donde se encuentran
virus como el Vaccinia, el monkeypoxvirus o el virus
de la viruela. El contenido génico va mas alla de los
120 genes, incluyendo informacién para modificar
el patrén de citoquinas que expresa el hospedador,
modificando su respuesta inmunitaria en favor de la
replicacion del virus. Algunos autores sugieren que
esta es la base de la apariciéon recurrente de EC en
los rebafios, independientemente de la ocurrencia
de infecciones previas o vacunacion. Se conocen
hasta la fecha 17 estirpes del ORFV, cuyo genoma ha
sido completamente secuenciado, mayoritariamente
procedentes de China. Las relaciones filogenéticas
indican que existe una gran heterogeneidad, sin em-
bargo, pueden diferenciarse dos grandes linajes, uno




formado por aislados mayoritariamente asiéticos, y el
otro por aislados procedentes de Europa. El nimero
de secuencias parciales disponibles es mayor, lo que
facilita el estudio de la variabilidad, sin embargo, no
existen aislados ni secuencias que describan las estir-
pes circulantes en nuestro pais.

La presencia de anticuerpos frente al ORFV se ha
constatado tras infecciones experimentales, aunque
su papel estd por esclarecer. Los anticuerpos séricos
podrfan indicar que un individuo se encuentra infec-
tado en estadios previos o posteriores a la aparicién
de la enfermedad. Alternativamente, aunque poco
probable, la presencia de anticuerpos podria indicar
inmunidad y proteccién frente a la enfermedad.

En fa actualidad no existen métodos diagndsticos se-
rolégicos para la deteccién de animales infectados,
y los moleculares estan restringidos al &mbito de la
investigacion. Por un lado, los métodos moleculares
se fundamentan en la deteccién de ADN viral a tra-
vés de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Estos métodos son muy fiables, pero no constituyen
un método predictivo de la enfermedad, sino que
se emplean en la confirmacion del origen de los sig-
nos clinicos. Por otro lado, los métodos serolégicos
se basan en la presencia de anticuerpos especificos
generados por el hospedador contra antigenos del
virus. El método seroldgico mas ampliamente em-
pleado es ensayo por inmunoadsorcién ligado a en-
zimas (ELISA), en el que se depositan antigenos del
propio virus y se detecta la presencia de anticuerpos
en el suero de los animales.

En este estudio se han aislado y caracterizado gené-
ticamente las primeras estirpes de virus ORF a par-
tir de animales enfermos procedentes de distintas
explotaciones ovinas de Espafa. La amplificacion
de determinados genes del ORFV mediante PCR
fue exitosa y las secuencias indican un grado de di-
vergencia superior al considerado previamente. El
estudio de las secuencias procedentes de aislados
espafoles ha permitido disefar test ELISA con los
que evaluar la produccién de anticuerpos en re-
bafios ovinos. Ademas, la identificacién de zonas
inmunogénicas en el genoma de los ORFV podria
contribuir al desarrollo de nuevas estrategias de in-
munizacién.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION
GENETICA DE ESTIRPES ESPANOLAS

A través de la colaboracién con ganaderos y veteri-
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VERO y A549 se obtuvieron los primeros aislados.
La presencia de virus se confirmé mediante anélisis
de proteinas por Western Blot empleando suero de
animales infectados como anticuerpo primario (figu-
ra 1}y mediante PCR de diferentes genes.

La caracterizacién genética de los aislados, median-
te PCR, clonacidn y secuenciacién de los genes B2L,
VIR, VIL10, Orf132 y Orf109 ha permitido conocer la
variabilidad en las distintas regiones de los aislados
de nuestro pais, pudiendo establecer las primeras
relaciones filogenéticas.

Sorprendentemente, las estirpes de ORF aisladas y
secuenciadas en nuestro pais (figura 2) se encuen-
tran mas relacionadas con estirpes asiéticas que con
europeas.

Ademas, tras un andlisis mas en profundidad, se han
identificado regiones con un buen perfil inmuno-
génico que podrian ser de utilidad en el disefio de
test seroldgicos o como indculo en el desarrollo de
vacunas.

DISENO DE TEST ELISA COMO METODO
DE DETECCION DE LA INFECCION POR ORFV

El empleo de técnicas seroldgicas para la deteccion
de infecciones viricas estd ampliamente extendido
tanto en el dmbito médico, como en el veterinario
(De Marco Verissimo et al., 2021, Mohanty, 2021,
Zhuge, 2021). En la actualidad, en Espafia existe
un dnico test ELISA sandwich con anticuerpos mo-
noclonales anti-ORFV (Ovejero, CIDSA, 2015). Este
test estd disefiado para la deteccidn del virus en
las lesiones presentes en animales afectados y, por
tanto, sin capacidad de predecir la presencia de la
infeccién en rebafios que aln no presenten signos
clinicos evidentes.
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FIGURA 2. Arbol representativo de las relaciones filogenéticas del gen Orf109 de
ORFV secuenciados hasta la fecha. Las estirpes espanolas se muestran con
triangulo invertido verde. Con tridngulo amarillo se representan las estirpes
aisladas en China. Construido empleando el método de mdxima verosimilitud
con el modelo basado en matrices JTT.
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Con el fin de poder evaluar la respuesta de anti-
cuerpos como elemento diagndstico predictivo de
la infeccién, posibilitar estudios de seroprevalencia
a distintos niveles y estudiar la importancia de la
respuesta humoral frente a la infeccion por ORFV

los autores han disefiado un test ELISA teniendo en
cuenta la variabilidad genética existente en el territo-
rio nacional. Para ello, realizaron un estudio in silico
con el que identificar regiones inmunogénicas del
virus. Tras analizar parémetros como la hidrofobici-
dad, el indice antigénico, la localizacién superficial
y la probabilidad de pertenecer a un epitopo B, se
selecciond la proteina de superficie codificada por
el gen Orf109 en el genoma de ORFV como base
antigénica del test ELISA para la deteccion de la in-
feccidn (figura 3).

En la actualidad no

existen métodos
diagndsticos serolégicos
para la deteccion de
animales infectados, y

los moleculares estan
restringidos al ambito de la
investigacion.

MUESTREO SEROLOGICO
EN UN REBANO AFECTADO

Tras la identificacién de las zonas inmunogénicas, el
disefoy la sintesis de péptidos sintéticos que cubren .
dichas zonas de los genes B2Ly Orf109 se optimizé
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FIGURA 3. Esquema del diserio de un test ELISA parala deteccién de anticuerpos frente al ORFV.
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FIGURA 4. Diserio experimental del desarrollo de un candidato vacunal contra el
| ORFV causante del ectima contagioso. Fuente: De Pablo et al., 2020.
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un protocolo ELISA con el que analizar sueros pro-
cedentes de un rebafo con brotes naturales. En el
transcurso del brote (afio 2018) se detecté un 87,5 %
de animales seropositivos y, un afio mas tarde, la se-
ropositividad habia caido hasta el 6,25 %, indicando
la capacidad de deteccién del método desarrollado.
La presencia de animales con anticuerpos en ausen-
cia de lesiones podria abrir la ventana al empleo de
métodos seroldgicos para la identificacion de ani-
males portadores de la infeccion.

DISENO DE VACUNAS FRENTE
AL ECTIMA CONTAGIOSO

El disefio de vacunas ha experimentado una autén-
tica revolucién con la aplicacién masiva de vacunas
ARN o basadas en vectores virales para la inmuniza-
cién de la poblacién frente al SARS-CoV-2, aunque
el empleo de este tipo de vacunas ha sido puesto a
punto y optimizado en el marco de las infecciones
animales (Pardi et al., 2018). Los vectores virales son

herramientas muy eficientes a la hora de establecer-
se y transmitir las proteinas inmunogénicas al hospe-
dador. Ademas, debido a la presencia de patrones
moleculares inductores de respuestas innatas, los
vectores virales actian per se como adyuvantes.

Resultados previos de los autores indican que los
vectores virales basados en el virus murino Sendai
inducen un estado antiviral en las células ovinas que
podrian proteger frente a la infeccion con virus ovi-
nos (De Pablo-Maiso et al., 2020). Ademés, la infec-
cién in vivo con vectores Sendai es efectiva dando
lugar a una alta expresién de proteina {Griesenbach
etal.,2011).9

PERSPECTIVAS EN EL CONTROL
DEL ECTIMA CONTAGIOSO

En la actualidad poco se conoce sobre la dinamica
de la infeccién por ORFV y su relacién con la res-
puesta humoral o celular del hospedador. Ade-
mas, las herramientas diagnosticas disponibles
son muy limitadas, asi como las opciones vacuna-
les. Los continuos brotes de EC, incluso en rebafios
vacunados, y la fragilidad del sistema ganadero
obligan al desarrollo de herramientas de control.
La capacidad de identificar animales infectados
con independencia de la aparicién de signos, asi
como la realizacion de estudios de prevalencia
posibilitaran entrever la importancia de la infec-
cién en nuestros sistemas productivos. El control
definitivo de la infeccién podria alcanzarse una vez
se desarrollen nuevas vacunas capaces de evitar
las infecciones recurrentes, como por ejemplo las
basadas en vectores virales. El control de las enfer-
medades animales, en especial aquellas zoondti-
cas, es esencial en el concepto de salud tnicay en
el sostenimiento de la actividad ganadera aumen-
tando la competitividad del sector ganadero.
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