CAPITULO 3.3.15.

RINOTRAQUEITIS DEL PAVO (INFECCIONES
POR METAPNEUMOVIRUS AVIARES)

RESUMEN

El metapneumovirus aviar (MPVa) causa principalmente una infeccién aguda muy contagiosa de las
vias respiratorias altas que a veces se combina con trastornos reproductivos, principalmente en
pavos, pollos y patos. Originalmente, a la enfermedad causada por el MPVa se la conocia como
infeccidon por pneumovirus aviar y como rinotraqueitis aviar; también se la ha denominado
rinotraqueitis de los pavos (RTP) en los pavos y como el agente patégeno desencadenante del
sindrome de la cabeza hinchada (SCH) en los pollos. El MPVa es un virus de ARN de sentido negativo
no segmentado y monocatenario que pertenece a la familia Pneumoviridae, en el género
Metapneumovirus. La enfermedad puede causar importantes pérdidas econdémicas en la industria
avicola, en concreto cuando se exacerba por la presencia de agentes patégenos secundarios. Otras
especies aviares en las que se sabe que el MPVa se replica, ademads de los pavos, los pollos, los patos
de Moscovia y los patos Pekin, son los faisanes y las pintadas. La enfermedad se distribuye de forma
global por las regiones productoras de aves de corral, a excepcion de Oceania y Canadd, que estdn
libres de infeccidon por el MPVa. Se han identificado varios subgrupos del MPVa antigénicamente bien
diferenciados, A, B, C y D, mediante neutralizacion con anticuerpos monoclonales, posible
reactividad cruzada escasa en el enzimoinmunoensayo (ELISA), y el andlisis de la secuencia de la
glucoproteina de insercidn, G. Datos recientes relativos a la secuenciacion indican que podrian existir
otros subgrupos en gaviotas y periquitos.

Importancia para la salud publica: no se ha notificado que el MPVa cause infecciones en humanos.
El MPV humano ha sido identificado en todo el mundo como agente patégeno que causa
bronquiolitis en bebés, ancianos o personas inmunodeprimidas, pero los dos virus son claramente
diferentes.

Deteccion del agente: Para detectar el MPVa se han utilizado con éxito el aislamiento del virus en
cultivos celulares, huevos de gallina en embrionaje y cultivos de érgano traqueal, asi como métodos
moleculares para la identificacion del acido nucleico. El grado de éxito depende de la cepa virica, el
tipo de muestra y el momento en el que se haya recogido, asi como del almacenaje y la manipulacion
de las muestras. Para la identificacion del virus, se puede utilizar la microscopia electrdnica, la
neutralizacidn virica y las técnicas moleculares. Normalmente, el virus infeccioso solo se puede aislar
durante unos diez dias tras la infeccion.

Se han utilizado anticuerpos monoclonales frente a la glucoproteina de la espicula, G, en pruebas de
neutralizacion virica para diferenciar los subgrupos A y B, mientras que se ha demostrado, mediante
pruebas de neutralizacién en las que se utiliza antisuero policlonal, que los subgrupos A y B
pertenecen a un unico serotipo. El subgrupo C se neutraliza de forma deficiente por el antisuero
monoespecifico de los subgrupos A o B, pero no por los anticuerpos monoclonales que diferencian
los subgrupos A y B. Estos datos sugieren que el subgrupo C representa un segundo serotipo del
MPVa. Se pueden utilizar un antisuero monoespecifico y anticuerpos monoclonales para la
identificacion del agente mediante la neutralizacidn virica y la tincién por inmunofluorescencia de
cultivos celulares infectados; no obstante, se han de considerar las caracteristicas antigénicas.
También se ha utilizado la prueba de inmunodifusion para confirmar las cepas de MPVa.

Se han utilizado procedimientos moleculares basados en los genes de la nucleoproteina (N), de la
matriz (M), de fusion (F), hidrofdbico pequefo (SH) y de la polimerasa (L) del MPVa para la deteccion
y/o subtipificacion genémica del MPVa. Los procedimientos convencionales de reaccion en cadena
de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) pueden utilizarse para la subagrupacion
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genomica del MPVa. Se han definido diferentes conjuntos de cebadores de PCR especificos para
cada subgrupo o ampliamente reactivos; sin embargo, se ha demostrado que un unico conjunto de
cebadores de RT-PCR dirigidos al gen N detecta los subgrupos A, B, C y D y podria utilizarse como
conjunto de cebadores universales para la deteccion del MPVa. También se ha desarrollado una RT-
PCR en tiempo real pan-MPV, que detecta tanto el MPVa como el MPV humano (véase mas adelante).

Pruebas seroldgicas: EI método mas comun es el ELISA. Otros métodos utilizados son la
neutralizacion virica (NV), la inmunofluorescencia y la inmunodifusion. La prueba de la NV puede
llevarse a cabo en cultivos de érgano traqueal, fibroblastos de embrién de pollo (CEF) e higado de
embrién de pollo (CEL); también se han utilizado con éxito varias lineas celulares, como Vero, MA104
o QT35. Se han creado numerosos kits comerciales de ELISA asi como pruebas internas. Para
optimizar la sensibilidad, debe utilizarse como antigeno una cepa homdloga del MPVa debido a la
variabilidad en la antigenicidad entre subgrupos. En muchos paises en los que la enfermedad es
endémica se utilizan también vacunas, complicando asi la interpretacion de los resultados. Lo ideal
es que para las pruebas se obtengan muestras de suero de aves que se encuentren en la fase aguda
de la enfermedad, y también de aves convalecientes.

Requisitos para las vacunas: Para el control de la RTP y el SCH, se dispone de dos tipos de vacuna:
vacunas vivas atenuadas y vacunas inactivadas adyuvantadas con emulsion oleosa.

A. INTRODUCCION

El metapneumovirus aviar (MPVa), anteriormente denominado pneumovirus aviar (APV) y virus de la rinotraqueitis
aviar (ARTV), causa una infeccion aguda muy contagiosa en las vias respiratorias altas de los pavos, los pollos y los
patos. El inicio de los signos clinicos y la diseminacién de la infeccion por una parvada puede ser rapida, y
producirse en apenas 2-4 horas. En los pavos, el virus causa una enfermedad conocida como rinotraqueitis del pavo
(RTP). El agente etioldgico es un virus con envoltura de ARN de sentido negativo monocatenario no segmentado,
de unas 14 kilobases y situado dentro de una nucleocapsida con simetria helicoidal. El virus presenta algunas
caracteristicas de un pneumovirus, pero difiere de los pneumovirus de los mamiferos a nivel molecular. El MPVa es
la cepa tipo del género Metapneumovirus, en la familia Pneumoviridae (Kuhn et al., 2020). Los metapneumovirus
se han detectado en seres humanos y estan asociados a la infeccion de las vias respiratorias en los nifios (Van Den
Hoogen et al., 2001). Los metapneumovirus aviares y humanos no tienen proteinas NS1y NS2 no estructurales 'y su
orden de genes (3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5') es diferente al de los pneumovirus de mamiferos (3'-NS1-NS2-N-P-M-
SH-G-F-M2-L-5') (Tanaka et al., 1995). El MPVa se ha clasificado ademas en cuatro subgrupos: A, B, Cy D, en base
a la reactividad del analisis de la secuencia de nucleétidos contra los anticuerpos monoclonales, la reactividad
cruzada en el enzimoinmunoandlisis (ELISA) y las pruebas de neutralizacion, y el andlisis de la secuencia de
nucledtidos (Cook et al., 1993a). Sin embargo, informes recientes de Norteamérica sugieren la existencia de dos
nuevas cepas que son distintas de los subgrupos A, B, Cy D. Los andlisis filogenéticos basados en las secuencias
del gen L muestran que estan mas cerca de los virus del subgrupo C que de los A, By D (Canuti et al., 2019; Retallack
et al., 2019). Se ha dedicado un capitulo de un libro reciente a estos aspectos y puede consultarse para una lectura
mas detallada (Brown y Eterradossi 2019).

En los pavos puede tener lugar una infeccién con el MPVa desde que son muy jévenes y se caracteriza por
respiracion entrecortada, estertores, estornudos, secrecidon nasal, conjuntivitis con formacién de espuma,
hinchazén de los senos infraorbitarios y edema submandibular (Pringle, 1998). La intervenciéon de agentes
patdgenos secundarios puede exacerbar drasticamente los signos clinicos. En una infeccién sin complicaciones, la
recuperacion es rapida y las aves vuelven a la normalidad en unos 14 dias. Cuando se aplica un mal manejo o se
producen infecciones bacterianas secundarias, la aerosaculitis, la pericarditis, la neumonia y la perihepatitis
pueden prolongar la enfermedad y puede haber un aumento de la morbilidad y la mortalidad (Mekkes & De Wit,
1999). Entre los agentes secundarios que han demostrado exacerbar y prolongar la enfermedad clinica estan
Bordetella avium, microorganismos similares a Pasteurella, Mycoplasma gallisepticum, Chlamydophila y
Ornithobacterium rhinotracheale (Alkhalaf et al., 2002; Cook et al., 1991; Jirjis et al., 2004; Senne et al., 1997; Van
Loock et al., 2006). Ademas, se han notificado otras coinfecciones con virus como la laringotraqueitis infecciosa, la
bronquitis infecciosa, el paramixovirus-1 (ortoavulavirus-1aviar) u hongos como Aspergillus fumigatus (Croville et
al., 2018). La morbilidad puede llegar al 100%, y la mortalidad puede oscilar entre el 0,5% en los pavos adultos y el
80% en los pavipollos de corta edad (Van De Zande et al., 1999). Los signos clinicos de la infeccién en los pollos
incluyen secrecion nasal y depresion, pero son menos caracteristicos que los de los pavos. Pueden tener lugar
problemas respiratorios graves en pollos, en concreto cuando se exacerban por agentes patégenos secundarios,
como el virus de la bronquitis infecciosa, micoplasmas, y Escherichia coli (O’Brien, 1985; Pattison et al., 1989). A
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diferencia de lo que ocurre con los serogrupos A y B, no se ha observado que la cepa de EE.UU. -Colorado, o
serogrupo C- induzca de forma natural enfermedad en los pollos, aunque en pollos infectados de forma
experimental se ha observado que son susceptibles ala cepa del MPVadel serogrupo C del pavo. Se hademostrado
que cada cepa de MPVatiene un tropismo especifico para pollos o para pavos (Cook et al., 1993b). En otras especies
de aves se ha observado que se infectan con el MPVa, pero casi nunca con signos clinicos. Virus caracterizados
como MPVa serogrupo Cy con un 75-83% de coincidencia de nucledétidos con el MPVa serogrupo C Colorado de
EE.UU. se han asociado a signos respiratorios y a disminucion de la produccion de huevos en patos de Francia
(Toquin et al., 2006). El analisis molecular retrospectivo de virus aislados en la década de los afios 80 en pavos de
Francia indica la presencia de un cuarto serogrupo de MPVa denominado serogrupo D.

Recientemente se ha publicado una serie de estudios experimentales en los que se ha evaluado el rango de
hospedadores del MPVa A, B, C y D en pavos, pollos y patos de Moscovia (Brown et al., 2019). En general, estos
ensayos mostraron que los MPVa A, B, Cy D de Turquia eran virus bien adaptados a los galliformes, especialmente
a los pavos. Una cepa de MPVa -C del pato estaba bien adaptada a los patos, sin embargo, los pollos y los pavos
seroconvirtieron y fueron positivos al aislamiento del virus. Asimismo, el virus MPVa -C del pavo estaba bien
adaptado a los pavos, pero también se aisl6 de los pollos. Otros estudios experimentales sugieren que el contacto
directo es necesario para la propagacion de la enfermedad entre aves (Alkhalaf et al., 2002). En condiciones
comerciales, la infeccidn aerégena tras la transmision por el aire también es probable, puesto que la enfermedad
se limita al tracto respiratorio. Tras la infeccién experimental de pavos de 2 semanas de edad solo con el MPVa, el
virus se detect6 en el tracto respiratorio durante solo unos pocos dias (Bayon-Auboyer et al., 1999). Sin embargo,
en aves inoculadas con MPVay B. avium, se detecté el virus hasta 7 dias después de la inoculacion (dpi) (Collins &
Gough, 1988; Cook et al., 1993b). No existen pruebas de que el MPVa pueda producir infeccion latente ni se conoce
la existencia de portadores asintomaticos. Aunque de forma esporadica pueden infectarse algunos pavos neonatos
(Shin et al., 2002a), no se ha informado de la existencia de transmision vertical del MPVa.

En los pavos de engorde la replicacion del virus se limita a las vias respiratorias altas con una corta viremia. La
replicacion de las cepas, tanto atenuadas como virulentas, de MPVa persiste durante aproximadamente 10 dpi (Van
De Zande et al., 1999). Se produce una replicacidn escasa en la traquea y el pulmon, pero no se ha observado la
replicacion en otros tejidos tras la infeccion natural (Cook, 2000). Estudios histopatoldgicos e inmunocitoquimicos
secuenciales han mostrado una replicacién virica en los cornetes nasales que causa una intensa rinitis con gran
actividad glandular, exfoliacion epitelial, pérdida focal de cilios, hiperemia e infiltracién mononuclear leve en la
submucosa e inclusiones intracitoplasmaticas eosinofilicas en las células ciliadas de los cornetes nasales a los
2 dpi. Entre los 3y 4 dpi se observé unarinitis catarral con exudado mucopurulento, lesién en la capa epitelial y una
abundante infiltracion inflamatoria mononuclear en la submucosa. Se observaron lesiones transitorias en la
traquea, con pocas o ninguna lesiéon en la conjuntiva y en otros tejidos (Giraud et al., 1988; Majo et al., 1995). La
infeccidn respiratoria es menos grave en las pavas ponedoras; sin embargo, puede producirse una disminucién de
la produccion de huevos de hasta el 70% (Stuart, 1989) y estos pueden ser de mala calidad durante el periodo de
recuperacion, que dura hasta 3 semanas. En pavas ponedoras infectadas experimentalmente, se ha observado
replicacion virica tanto en el tracto respiratorio como en el genital hasta los 9 dpi.

En pollos, existen claros indicios que sugieren que el MPVa es uno de los agentes etiolégicos del sindrome de la
cabeza hinchada (SCH). Este sindrome se caracteriza por una enfermedad respiratoria, apatia, hinchazén de los
senos infraorbitarios e hinchazoén periorbitaria unilateral o bilateral y facial, que se extiende por toda la cabeza. A
estos signos les sigue con frecuencia la desorientacion cerebral, torticolis y opistétonos Aunque la mortalidad no
suele sobrepasar el 1-2%, la morbilidad puede alcanzar el 10%, y la produccién de huevos se suele ver afectada
(Gough et al., 1994; Morley & Thomson, 1984; O’'Brien, 1985; Pattison et al., 1989; Picault et al., 1987; Tanaka et al.,
1995).

La evidencia seroldgica sugiere que el MPVa esta extendido por todo el mundo y tiene un impacto econémico
considerable, en concreto en la produccion de pavos. Oceania y Canada son las Unicas regiones en las que no se ha
informado de la existencia del MPVa (Cook, 2000). Existe evidencia seroldgica y molecular de que el MPVa infecta
otras varias especies de aves, incluidos los faisanes, las pintadas, las avestruces, los gorriones y las aves acuaticas
(Shin et al., 2002b), pero sin indicios de enfermedad excepto en faisanes.

No se ha informado de que el MPVa cause infecciones en humanos. Se ha identificado en todo el mundo un MPV
humano (MPVh) como patégeno causante de bronquiolitis en bebés, ancianos o personas inmunodeprimidas. El
MPVh esta genéticamente mas relacionado con el subgrupo C del MPVa (la identidad de aminoacidos puede ser
del 88% o superior para las proteinas méas conservadas). Sin embargo, el MPVh y el MPVa -C presentan notables
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diferencias en sus proteinas SH y G (aproximadamente un 30% de identidad de aminoacidos), lo que demuestra
que los dos virus son claramente diferentes.

Se puede encontrar una descripcion mas detallada de la enfermedad y de su virus causal en Swayne et al. (2020).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

El aislamiento y la identificacion del agente proporciona el diagnéstico mas certero de MPVa, pero no suelen
intentarse de forma habitual para fines de diagndstico porque el virus puede ser dificil de aislar y estas pruebas son
muy laboriosas. Por lo tanto, las pruebas indirectas son mas frecuentes: i) demostracion inmunolégica de
anticuerpos especificos contra el virus en el suero o ii) demostracion molecular de ARN virico en tejidos o
secreciones tisulares. Los métodos disponibles para el diagndstico se muestran en la Tabla 1y tendran distintos
grados de aplicabilidad dependiendo del propdsito.

Table 1. Métodos analiticos disponibles y sus propdsitos

Propésito
Demostrar Demostrar .
. . Determinar .
ausencia ausenciade Contribuir a la Determinar el estado
Método de infeccion en . Confirmar ) inmunitario en
. » . las politicas prevalencia .
circulaciéon animales casos animales o
. Lo de P dela .
del virus individuales . clinicos . L. poblaciones tras la
erradicacion infeccion - i
enla antes de los .. X vacunacion
L. . vigilancia
poblacién | desplazamientos
Deteccion del agente®
Aislamiento del +® _ _ +© _ _
agente
Deteccion del
. +®) 4@ _® 4+ _ +©
virus por RT-PCR
Caracterizacion
del virus
B + - - +++ - -
(secuenciacion de
nucleétidos)
Deteccion del
antigeno en tejidos +® - - +++ - -
respiratorios
Deteccion de respuesta inmunitaria
ELISA +++0 +++ +++ +@ +++ +++
VN +( +® - - + +4+0

Key: +++ = recomendado para este propdsito; ++ recomendado, pero tiene limitaciones;

+ = adecuado en muy pocas circunstancias; — = no adecuado para este propdsito.

RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa;
ELISA = enzimoinmunoandlisis; VN = neutralizacion del virus.
@Se recomienda aplicar varios métodos de identificacion del agente a una misma muestra clinica.
® Sj se lleva a cabo a gran escala y siempre es negativo en una zona donde no se realiza vacunacion con vacuna viva,
o paracomprobar si hay MPVa subclinico.
©Se podria utilizar post-vacunacion para comprobar la replicacion de vacuna viva en el tracto respiratorio.

@Podria ser negativo si se ha producido infeccién varias semanas antes de la prueba.

¢ Muy laborioso y debe complementarse con genotipado utilizando secuencias de genoma completo.
®Muy laborioso, pero critico para correlacionar la presencia de anticuerpos detectados con la proteccion.
@ podria utilizarse para confirmacién de casos en ciertas circunstancias, como por ejemplo, si se dispone de dos series de
muestras seroldgicas tomadas con 3 semanas de diferencia.
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1. Deteccion del agente

A fin de optimizar las posibilidades de conseguir un aislamiento virico eficaz, se recomienda un enfoque multiple
del diagnéstico. Esto es importante sobre todo al tratar con diferentes subgrupos o genotipos que pueden requerir
distintos métodos de aislamiento in-vitro. Esto se ilustré en EE.UU., donde los primeros intentos de aislar el
subgrupo C del MPVa fracasaron. El subgrupo C de EE.UU. no se ha asociado a ciliostasis en los cultivos de érgano
traqueal (Senne et al., 1997), y el agente solo se ha cultivado tras multiples pases por embriéony cultivo celular. Este
hecho contrasté con la experiencia en Europa y en otros lugares, donde se observéd que los cultivos de 6rgano
traqueal y/o células Vero constituian el método mas fiable para el aislamiento primario de los subgrupos A, B,Cy
D del MPVa (Giraud et al., 1988).

1.1

1.2

Obtencidn y selecciéon de muestras para el diagnéstico

Es muy importante que las muestras para el aislamiento virico se tomen en las primeras fases de la
infeccion, ya que el virus puede estar en los senos y en los cornetes nasales solo durante un corto periodo
de tiempo. Lo ideal es tomar muestras de las vias respiratorias altas de aves vivas durante el periodo
agudo de la enfermedad utilizando hisopos estériles (Stuart, 1989). Las muestras mas eficaces han sido
los exudados nasales, hisopos de la hendidura coanal y raspados de tejido de los senos y los cornetes
nasales. El virus también se ha aislado de la traquea y los pulmones y, en ocasiones, de las visceras de
los pavipollos afectados. No suele ser eficaz el aislamiento virico en pollos con signos crénicos graves,
ya que los signos clinicos mas graves se deben normalmente a agentes patégenos secundarios. Este es
el caso de los pollos con el SCH, en los que los signos tipicos se deben a la infeccion bacteriana
secundaria por Escherichia coli. Es mas, por razones poco claras, el aislamiento del virus puede ser mas
dificil en los pollos que en los pavos.

Es fundamental que las muestras se envien de inmediato sobre hielo al laboratorio de diagndstico.
Cuando se presuma que el envio va a tardar en realizarse mas de 3 dias, deben congelarse antes del
envio. Los hisopos para el aislamiento virico deben enviarse en hielo y completamente sumergidos en
medio de transporte de virus. Los hisopos para ser sometidos a la prueba de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) pueden enviarse secos, aunque sobre hielo o congelados.

Para el aislamiento virico, se prepara una suspension al 20% (v/v) del exudado nasal o tejido
homogeneizado en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o en caldo de infusién de corazoén-
cerebro (BHI) que contenga antibidticos, a un pH de 7,0-7,4. Esta suspensién se clarifica mediante
centrifugacion a 1.000 g durante 10 minutos y se pasa el sobrenadante por un filtro de membrana de
450 nm.

Cultivo e identificacion del metapneumovirus aviar (MPVa)

El mejor método para el aislamiento primario del virus a partir de aves infectadas es un cultivo de traquea
0 en huevos de pavo o pollo en embrionaje, y el cultivo posterior en cultivos celulares; el pase seriado
por células Vero también se ha observado que es un método sensible para el aislamiento del MPVa
(Giraud et al., 1988). El aislamiento original del MPVa en Sudéfrica a finales de los afios 70 y el del MPVa
Colorado mas reciente se llevaron a cabo en huevos en embrionaje; sin embargo, los aislamientos de los
subgrupos A y B del MPVa se han realizado de forma sistematica en cultivos de traquea. El subgrupo C
del MPVa no causa ciliostasis en cultivos de 6rganos; por ello, el pase por huevos de gallina en
embrionaje y pases posteriores por cultivo celular constituyen el método de eleccion para el aislamiento
del virus (Senne et al., 1997). Los cuatro subgrupos del MPVa pueden aislarse utilizando células Vero.

Se preparan cultivos de traquea a partir de embriones de pavo o de pavos de muy corta edad
procedentes de parvadas libres de anticuerpos especificos contra el MPVa. También se puede utilizar la
traquea de embriones de pollo, o de pollos de 1-2 dias de edad. Se lavan cortes transversales de traquea
en PBS (pH 7,2), colocando un corte por tubo en medio Eagles con antibiético, y se mantienen a 37°C.
Tras laincubacién, se retiran los medios de los cultivos y se afiaden 0,1 ml de indculo libre de bacterias.
Tras laincubacion durante 1hora a 37°C, se aflade medio de crecimiento y se incuban los cultivos a 37°C
en un aparato rotador a 30 revoluciones por hora. Los cultivos se examinan a diario después de agitarlos
en un mezclador de laboratorio para separar los desechos del lumen. Puede presentarse ciliostasis en
un plazo de 7 dias tras la inoculacién en pase primario, pero normalmente aquella se produce de forma
rapida y consistente sélo después de varios pases ciegos.
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1.3.

Para el aislamiento en huevos, se inoculan por via vitelina huevos de pollo o de pavo en embrionaje de
entre 6 y 8 dias procedentes de parvadas que se sepa que estan libres de anticuerpos contra el MPVa
con 0,2-0,3 ml de material libre de bacterias extraido de aves infectadas, y se incuban a 37°C. Si no hay
indicios de infeccion (falta de crecimiento o mortalidad en los embriones) tras el primer pase, debe
procesarse material de saco vitelino para un segundo pase ciego por embrién. En un plazo de 7-10 dias,
normalmente hay constancia del retraso en el crecimiento de los embriones, con algunas muertes. A
menudo se requieren pases seriados antes de que el agente cause mortalidad continua en los
embriones. El aislamiento en huevos en embrionaje es un proceso lento, caro y trabajoso, y requiere
multiples pases posteriores en cultivos celulares para la identificacion.

Se han utilizado varios cultivos celulares para el aislamiento primario del MPVa, incluyendo células de
embridn de pollo, células Vero y, mas recientemente, las células QT-35, con diversos grados de éxito. El
aislamiento primario del subgrupo C de EE.UU. se ha llevado a cabo tras multiples (5-6) pases seriados
en cultivos de células Vero (Bennett et al., 2004). Sin embargo, una vez que el virus se adapta al
crecimiento en huevos en embrionaje o en cultivos de traquea, en los que crece hasta alcanzar soélo
titulos bajos, se replicara de inmediato hasta titulos moderados tras pases multiples en distintos tipos
de cultivos primarios de células de embrién de pavo o de pollo, células Vero y células QT-35 (Cook,
2000). Se ha observado un aislamiento primario de los cuatro subgrupos del MPVa tras pases seriados
en células Vero (Toquin et al., 2000). El virus produce un efecto citopatico (ECP) caracteristico con
formacion de sincitios en un plazo de 7 dias. La identificacion de cultivos celulares infectados con el virus
puede lograrse mediante tincidon por inmunofluorescencia de células infectadas o por métodos
moleculares.

Mediante microscopia electrénica de contraste negativo puede observarse una morfologia del virus
parecida a la de los paramixovirus. Se observan con frecuencia particulas con bordes pleomérficos, casi
esféricas y con un didmetro de 80-200 nm. Ocasionalmente, hay formas filamentosas mucho mas
grandes, que pueden medir hasta 1.000 nm de longitud. Las proyecciones superficiales miden 13-14 nm
de longitud y la nucleocépsida helicoidal, a la que a veces se ve sobresalir entre las particulas
desorganizadas, mide 14 nm de didmetro con una inclinacion estimada de 7 nm por cada giro (Collins &
Gough, 1988; Giraud et al., 1988).

Identificacion molecular

La PCR contranscripcioninversa (RT-PCR) es un método de deteccién del MPVa significativamente mas
sensible y rapido que los métodos estandares de aislamiento virico, debido a que el MPVa es dificil de
cultivar. Para la deteccién del MPVa se utilizan procedimientos de la RT-PCR dirigidos a los genes F, M,
N y G; sin embargo, debido a la heterogeneidad molecular de las cepas de MPVa, la mayoria de los
meétodos de la RT-PCR son especificos de subgrupo o no sirven para detectar todos los subgrupos
(Bayon-Auboyer et al., 1999; Pedersen et al., 2000; 2001). Se utilizan con éxito pruebas especificas de
subgrupo para la deteccion y el diagndstico de cepas endémicas (Mase et al., 2003; Naylor et al., 1997;
Pedersen et al., 2001). No obstante, deben reconocerse las limitaciones de las pruebas especificas de
subgrupo cuando se realizan pruebas de diagndstico de enfermedad respiratoria. Se ha demostrado que
los cebadores dirigidos a las regiones conservadas del gen N tienen una especificidad mas amplia, y
sirven para detectar cepas representativas de los subgrupos A, B, C y D (Bayon-Auboyer et al., 1999).
Para la identificacion de los genotipos o subgrupos también se han utilizado con éxito pruebas de laRT-
PCR dirigidas al gen G (Lwamba et al., 2005; Mase et al., 1996). Se ha elaborado y evaluado una gama de
técnicas de RT-PCR que han sido ampliamente revisadas en otros trabajos (Njenga et al., 2003).

Las muestras preferidas son los exudados nasales, hisopos de la hendidura coanal, y las muestras de los
cornetes nasales recogidas entre 2 y 7 dias después de la exposicion (Cook et al., 1993b; Pedersen et al.,
2001; Stuart, 1989). Es preciso recoger las muestras en cuanto aparezcan los primeros signos clinicos,
yaque en varios estudios recientes se ha observado que, alos 3 dias de la post-inoculacion, se encuentra
en latraqueay en los cornetes la mayor cantidad de virus, y el ARN virico persiste durante 9 dias en la
traquea y hasta 14 dias en los cornetes nasales (Velayudhan et al., 2005). Se ha observado que el MPVa
puede detectarse en muestras recogidas entre 7 y 10 dias después de la exposicidon; no obstante, la
concentracion del virus es considerablemente mas baja, con lo que disminuye el éxito de la deteccion
(Alkhalaf et al., 2002; Pedersen et al., 2001). Pueden agruparse hisopos de una sola parvada en grupos
de no mas de cinco para poder procesar muestras de un gran numero de aves y, por tanto, aumentar la
probabilidad de deteccion.
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Se puede extraer ARN molde para la RT-PCR a partir de un tejido homogeneizado, hisopos secos o
grupos de hisopos humedos con columna de silice o con reactivos comerciales para la extraccion del
ARN mediante perlas magnéticas siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 2. Ejemplo de cebadores que pueden utilizarse para la deteccion de una region
del gen N de los serogrupos A, B, Cy D del MPVa(Béyon-Auboyeret al., 1999: Lemaitre et al., 2018)

Diana ID del Secuencia 5-3’ Posicién Tamafio Tipo de
cebador de prueba
producto
Nc 5-TTC-TTT-GAA-TTG-TTT-GAG-AAG-A-3' | 632-653 g:%d”
GonN RT-PCR a
Nx 5'-CAT-GGC-CCA-ACA-TTA-TGT-T-3' 830-812 115 punto final
Nd 5-AGC-AGG-ATG-GAG-AGC-CTC-TTT-G-3' | 716-737 115
mfjiw 5-CTG-TTT-GTG-AAC-ATT-TTY-ATG-CA-3 | 718-740 (MPVa
A/B/D)
RT-PCR
PanMPV/ i , en tiempo
Gen N NIAMPVD | 5-CTG-GTT-GTG-AAC-ATA-TTC-ATG-CA-3' | 707_749 (MPVa C) real con
verde real
PanMPV/ | | 824-802(MPVa
5-ACA-GAG-ACA-TGG-CCT-AAC-ATD-AT-3' | A/B/D)833-811
NiRevB (MPVaC)

1.3.1. Ejemplo de protocolo (RT-PCR a punto final)

i) La sintesis del ADNc puede llevarse a cabo en un volumen de 20 ul con el cebador Nc para
RT (o cualquier cebador adecuado, como un oligodT o el cebador inverso del par de
cebadores que se utilizara en la PCR) y una enzima transcriptasa inversa adecuada. Se
calienta1ul de cebador para RT (2 pmoles), 1 ul de mezcla de dNTP (cada uno a 10 mM), con
ARN extraido y agua destilada estéril (QS hasta 20 pl) hasta los 65°C durante 5 minutos.

ii)  Se enfriarapidamente y se centrifuga.
iii) Seafaden 4 ul detampdn First-Strand 5%, 2 ulde DTT 0,1 M, y 1 ul de una ARNasa adecuada.

iv)  Se calientan los contenidos hasta los 42°C durante 2 minutos y se afiade 1ul (200 unidades)
de la enzimatranscriptasa inversa, y se mezcla cuidadosamente.

v) Se realiza la RT a 42°C durante 50 minutos, y a continuacién se aplican 70°C durante
15 minutos para la inactivaciéon del enzima para la RT.

vi) La amplificacién mediante PCR puede llevarse a cabo con una ADN polimerasa adecuada
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las condiciones de amplificacién son las
siguientes: 94°C durante 15 minutos y 30 ciclos de 942C durante 20 segundos, 51,0°C
durante 45 segundos (para el par de cebadores ND/Nx, pero si se utiliza otro par, la
temperatura de hibridacion debe ajustarse) y 72°C durante 45 segundos con una extension
final de 72°C durante 10 minutos.

Se han utilizado con éxito varias RT-PCR dirigidas a los genes F, Gy M para la deteccion e identificacion
de los subgrupos o para el diagnostico del MPVa endémico (Goyzm et al., 2000; Jirjis et al., 2004; Majo
et al., 1995). Se ha utilizado la secuencia de nucledtidos y el andlisis filogenético del gen G para genotipar
los subgrupos A, By C del MPVa (Guionie et al., 2007) any se desarrollé otro protocol para la deteccion
de amplio espectro de todos los MPVs(MPVay MPVh) (Lemaitre et al., 2018), y por lo tanto podria server
para la deteccion de MPVa emergentes de subgrupos todavia por definir.

También se han descrito los procedimientos para la identificacion del ARN de los subgrupos Ay B en
muestras de diagnéstico (Naylor et al., 1997), asi como los procedimientos para la deteccién de los virus
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de los subgrupos Ay B (Pedersen et al., 2001). El aislamiento del MPVa en los pollos es dificil y sélo ha
funcionado en unos pocos casos; por esta razén, para la deteccion del MPVa en pollos se han utilizado
principalmente pruebas moleculares (Mase et al., 1996). Es importante recordar que mediante laRT-PCR
se detecta el ARN virico, no el virus vivo, de modo que esta aun por determinar la significacién de un
resultado positivo en la PCR en cuanto a la deteccion de una infeccion activa.

2. Pruebas seroldgicas

La serologia es el método de diagnéstico de infecciones por el MPVa mas frecuente, en concreto en parvadas no
vacunadas, debido a las dificultades en el aislamiento y la identificacion del MPVa. EI método mas comun es el
ELISA; sin embargo, se han utilizado las pruebas de neutralizacién virica, la microinmunofluorescencia y la
inmunodifusion. Existen varios kits de ELISA comerciales y del propio laboratorio que son Utiles para analizar suero
tanto de pavos como de pollos; sin embargo, se ha informado de la existencia de diferencias de sensibilidad y
especificidad entre kits comerciales (Eterradossi et al., 1995; McFarlane-Toms & Jackson, 1998; Mekkes & De Wit,
1999). Se han creado kits de ELISA de competicion o de bloqueo que incorporan un anticuerpo monoclonal
especifico para el MPVa. Se afirma que estos kits tienen una sensibilidad y especificidad de amplio espectro para
todos los subgrupos del MPVa 'y pueden utilizarse para analizar sueros de varias especies aviares. Los antigenos
para el ELISA interno, tal como se describen mas adelante, se han preparado en varios sustratos, que incluyen
distintos cultivos celulares y cultivos de traquea (Chiang et al., 2000). Por lo general, los anticuerpos frente al MPVa
se detectan con mas dificultad cuando se utiliza como antigeno una cepa heteréloga del MPVa, a pesar de que las
cepas parecen estar estrechamente relacionadas, segun la prueba de neutralizacion (Eterradossi et al., 1995). La
situacion se complica alin mas por las discrepancias relativas a la capacidad de los distintos ELISA de detectar
anticuerpos vacunales cuando se utilizan diferentes cepas del MPVa como antigenos de revestimiento (Eterradossi
et al., 1995). Las pruebas internas en las que se emplea un antigeno homdlogo se han utilizado mucho para la
vigilancia de cepas del MPVa endémico. Lo ideal es que las muestras de suero para las pruebas se tomen durante
la fase aguda y durante la convalecencia. En los pollos, la respuesta serolégica a la infeccion por el MPVa es débil
en comparacion con la respuesta en los pavos.

2.1. Enzimoinmunoanalisis

Puede utilizarse el siguiente protocolo (Chiang et al., 2000), o métodos alternativos con resultados bien
documentados (Giraud et al., 1987; Grant et al., 1987; Gulati et al., 2000; 2001; Luo et al., 2004).

El virus se propaga en fibroblastos de embrién de pollo (FEP) o en cultivos de células Vero hasta que se
infecta entre el 70 y el 100% de la monocapa de forma simultéanea (3 a 4 dias). Se decanta el liquido del
cultivo celular y se lava la monocapa con PBS (pH 7,2). Se lisa la monocapa con 0,5 ml (por cada frasco
de 75 cm?) de una solucién de un detergente no ionico (IGEPAL CA-630 o Nonidet P-40) al 0,5%
mediante una placa de balanceo durante 1 hora a 4°C. Después de la perturbacion fisica de las células
lisadas, se clarifica todo el lisado del antigeno virico a 3.000 g durante 15 minutos. Se tratan del mismo
modo los cultivos de células no infectadas para obtener un antigeno control negativo. Se analizan las
diluciones seriadas del antigeno frente a diluciones seriadas del conjugado de peroxidasa de rabano con
IgG anti-especie por el sistema de doble entrada para establecer la dilucién conjugado/antigeno éptima.
Se recubren una dilucion de trabajo de antigeno del MPVa'y un antigeno normal (100 pl) en el fondo de
las placas de microtitulacion con un tampoén de recubrimiento carbonato/bicarbonato (Chiang et al.,
2000). Se analiza cada suero frente al MPVay al antigeno normal para determinar la proporcion S/P. Las
placas recubiertas se incuban a 4°C durante toda la noche y se lavan un total de cinco veces con solucion
de lavado Tween 20 (Chiang et al., 2000) antes de usarlas o tres veces antes de almacenarlas durante
un largo periodo de tiempo a -70°C. Al congelar las placas, queda solucion de lavado residual en la placa.
Después del almacenaje y la descongelacién a temperatura ambiente, se lavan las placas dos veces y se
secan con papel absorbente antes de su utilizacién.

2.11. Método analitico

i)  Sediluyen los sueros de la prueba a 1/40 en tampon de disolucién/bloqueo (Chiang et al.,
2000).

i)  Seaplican 50 ul de los sueros problemay de las soluciones de trabajo de los sueros positivos
y negativos al antigeno del MPVay a los pocillos recubiertos de antigeno.

iii) Seincuban a temperatura ambiente durante 1hora.

iv)  Se lavan las placas cinco veces en solucion de lavado Tween 20.
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v)  Se aplican 50 ul de la soluciéon de trabajo del conjugado de peroxidasa de rabano con IgG
anti-especie a cada pocillo y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.

vi)  Selavan las placas cinco veces con solucién de lavado Tween 20.

vii) Se aplican 100 pl de la solucién preparada con el cromégeno/sustrato ortofenilendiamina
(OPD) a cada pocillo y se incuban durante 10 minutos a oscuras. Se mezclan los siguientes
reactivos para la preparaciéon de OPC en un sustrato adecuado.

viii) Se interrumpe la reaccién con 25 ul/pocillo de acido sulfurico 2,5 M.

ix) SeleelaDO a490/450 nm.

Los resultados se expresan como diferencias de OD entre los pocillos recubiertos de antigeno virico y
los recubiertos con el antigeno que actua como control negativo. Se determina la media de ODago de
cada conjunto duplicado de pocillos con el antigeno positivo y el negativo para cada suero. Los antigenos
suelen calibrarse de modo que una muestra con una diferencia de ODago entre los pocillos recubiertos
con antigenoy los pocillos recubiertos con antigeno control negativo de mas de 0,2 se considera positiva
(llevando a cabo el método en un laboratorio, este umbral podria tener que reevaluarse en las
condiciones locales, evaluando un conjunto de sueros negativos con los antigenos recién preparados).
Las reacciones positivas no especificas y esporadicas son inherentes a la prueba ELISA, especialmente
las realizadas con sueros de pollo o pato, y se puede utilizar la inmunofluorescencia para las pruebas
confirmativas.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

1. Antecedentes

Para el control de la RTP, se dispone de dos tipos de vacuna: vacunas vivas atenuadas y vacunas inactivadas
adyuvantadas con emulsién oleosa. Existe la posibilidad de desarrollar vacunas vivas recombinantes basadas en el
virus de la viruela aviar actuando como vector que exprese la proteina F del MPVa (Stuart, 1989), vacunas de ADN
que codifiquen distintas proteinas del MPVa (Tanaka et al., 1995) y, mas recientemente, MPVa genéticamente
atenuado producido mediante genética inversa.

Las directrices de produccién de vacunas veterinarias se describen en el capitulo 1.1.8. Principios de produccion de
vacunas veterinarias. Las directrices que se muestran aquiy en el capitulo 1.1.8. pretenden ser de caracter general
y pueden completarse mediante requisitos nacionales o regionales.

1.1. Vacunas vivas: métodos de utilizacion

Se producen vacunas vivas contra la RTP a partir de cepas viricas que se han atenuado mediante pases
seriados en huevos en embrionaje, cultivos de trdquea o cultivo celular (distintas lineas celulares o
fibroblastos de embrion de pollo), o mediante pases alternos utilizando una combinaciéon de estos
meétodos. Ciertas vacunas vivas atenuadas contra la RTP comercialmente disponibles derivan de cepas
europeas del subgrupo A o el subgrupo B del MPVa, y de una cepa americana del subgrupo C del MPVa.
El subgrupo del MPVa al cual pertenece la vacuna debe mencionarse en la etiqueta de la vacuna, puesto
que esta informacion es importante para el desarrollo de un seguimiento serolégico post-vacunacion
eficiente. Las vacunas vivas contrala RTP estan pensadas para ser utilizadas en aves de corta edad para
inducir una respuesta inmunitaria activa que contribuya a prevenir la enfermedad respiratoria causada
por el MPVa. Ademas, en pavos progenitores también se utilizan vacunas vivas contra la RTP para
producir una respuesta primaria antes de la vacunacion cerca del pico de puesta, utilizando vacuna
inactivada (véase mas adelante).

Se suelen aplicar vacunas vivas contra la RTP varias veces mediante spray de gota gruesa, en el agua de
bebida o mediante administracion oculonasal. Existe un informe publicado sobre la utilizacién de una
inyeccion unicain-ovo (Shin et al., 2002b), pero es mas habitual que la primera vacunacion contrala RTP
con vacuna viva se administre a los pavipollos durante su primera semana de vida. La segunda vacuna
viva contra la RTP se aplica aproximadamente a las 6 semanas de edad (en cuyo caso solo se realizan
dos aplicaciones), o a las 3 semanas de edad (en cuyo caso hay una tercera aplicacion) o después de las
6 semanas de edad. El motivo de estas repetidas vacunaciones tiene que ver, en primer lugar, con las
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1.2

dificultades de inducir una respuesta de anticuerpos de larga duracién durante toda la vida del pavo de
carne, y en segundo lugar con la necesidad de evitar la vacunacion contra la RTP en pavos de corta edad
cuando han sido vacunados recientemente contra la enteritis hemorrdagica (las vacunas contra el virus
de la enteritis hemorragica [VEH] se suelen administrar aproximadamente a los 28 dias de edad para
evitar la interferencia con los anticuerpos maternos [MDA] contra el VEH). Aunque se ha publicado que
los MDA contra el TRTV no previenen la infeccion en pavipollos de un dia de vida con cepas virulentas
del MPVa (Toquin et al.,2003), se ha observado que puede tener lugar cierta interferencia entre los MDA
y algunas vacunas vivas contra la RTP y dar lugar a una menor captacién de la vacuna en pavos de corta
edad con niveles mas altos de MDA. Se ha observado proteccion clinica cruzada entre vacunas vivas y
virus de desafio pertenecientes a los subgrupos A o B (y viceversa) (Cook et al., 1993b; Velayudhan et al.,
2005). También se ha observado inmunidad protectora cuando aves inmunizadas contralos serogrupos
A o B del MPVa a continuacion han sido expuestas a un virus virulento del subgrupo C, pero no en el
experimento opuesto.

Los metapneumovirus aviares se neutralizan muy facilmente en el ambiente mediante agentes fisicos y
quimicos, y por lo tanto puede ser dificil garantizar una buena vacunacion con vacuna viva contra estos
virus. Si la vacuna se administra en el agua de bebida, debe utilizarse agua limpia de pH neutro, sin olor
ni sabor a cloro ni metales. Puede afadirse leche desnatada en polvo a razén de 2 g por litro. Debe
tenerse cuidado de garantizar que todas las aves reciban su dosis de vacuna. Para ello, todo el agua debe
retirarse (cortarse) durante 2-3 horas antes de poner a disposicién de las aves el agua medicada, y debe
tenerse cuidado de que no quede nada de agua en las tuberias ni en los bebederos. Si la vacuna se
administra mediante espray, debe utilizarse agua de calidad y de pH neutro sin residuos desinfectantes.
Debe utilizarse un nebulizador concreto, que no se aplicara a ninguin otro fin mas que a la vacunacion. Lo
ideal es que este aparato permita una presién constante a lo largo de todo el proceso de vacunacion (y,
por tanto, un tamafio constante de las gotitas de vacuna). Los pavos por vacunar deben agruparse antes
de la vacunacion y debe llevarse a cabo varios pases con el nebulizador para garantizar que todas las
aves quedan verdaderamente expuestas al spray. La ventilacion y la calefaccién de la nave deben
bajarse todo lo posible, de modo que la vacuna nebulizada no se elimine por la ventilacién, ni quede
inactivada por el sobrecalentamiento (el calor, ademas, favorece la evaporacion, que disminuye el
tamafo de las gotitas de vacuna nebulizada y causa un aumento de la proporcién de vacuna que llega a
las vias respiratorias bajas, un fendmeno que se ha sospechado que contribuye a las reacciones
adversas a la vacunacién con vacuna viva). Es importante dejar que las aves se tranquilicen
inmediatamente después de aplicar el spray, puesto que cuando las aves se arreglan las plumas tras ser
expuestas al spray vacunal, pueden absorber una cantidad no desdefiable de la vacuna.

Se ha observado que las vacunas del MPVa no interfieren con las vacunas contra la enfermedad
Newcastle en pollos (Van De Zande et al., 1999; Yu et al., 1992); sin embargo, en pavos no esta
documentada la compatibilidad de las vacunas contra la RTP. Como ocurre con otras vacunas, solo
deben vacunarse aves sanas. Los viales de vacuna liofilizada deben mantenerse atemperaturas de entre
2°Cy 8°C hasta el momento de utilizarlos.

Vacunas inactivadas: método de utilizacion

Las vacunas contra el MPVainactivadas se utilizan principalmente para producir niveles altos, duraderos
y uniformes de anticuerpos en pavos reproductores que han sido previamente vacunados con vacuna
viva o expuestos de forma natural al virus natural durante el crecimiento. Dado que el motivo por el que
se utilizan vacunas inactivadas en los reproductores es mejorar su proteccion no solo contra los signos
respiratorios de la RTP sino también contra los sighos reproductivos (caidas de la puesta) asociados a la
infeccién por el MPVa, no es infrecuente que las vacunas inactivadas contra el MPVa también asocien
este virus a otros varios virus también involucrados en trastornos respiratorios y/o reproductivos. El
programa habitual consiste en administrar la vacuna inactivada al menos 4-6 semanas después de la
Ultima vacuna viva, hasta las 28 semanas de edad en pavos, evitando las 4 semanas previas a la entrada
en puesta. Lavacunainactivada se fabrica como emulsién agua-en-aceite, y tiene que inyectarse en cada
una de las aves. Las vias preferidas de administracion son la intramuscular en el musculo del muslo,
evitando la proximidad a las articulaciones, tendones o vasos sanguineos grandes, o la via subcutanea.
Puede utilizarse una jeringa multidosis, sujeta al aparato en pleno funcionamiento y segun las
instrucciones del fabricante y las practicas de higiene recomendadas. Todo el equipamiento debe
limpiarse y esterilizarse entre parvadas, y los equipos de vacunacion deben cumplir estrictamente las
normas de higiene al pasar de una parvada a otra. La vacuna no debe congelarse; en lugar de ello, debe
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guardarse a 4-8°C (pero debe dejarse que alcance la temperatura ambiente antes de inyectarla). Las
vacunas inactivadas no deben exponerse a la luz directa ni a altas temperaturas.

Solo deben vacunarse aves sanas, que se sepa que estan sensibilizadas por exposicion previa al MPVa.
Utilizada de este modo, la vacuna inactivada debe inducir una buena respuesta de anticuerpos que
protegera a los reproductores contra los signos respiratorios y reproductivos durante todo el ciclo de
puesta (Van De Zande et al., 2000). El nivel concreto y la duracién de la inmunidad que confieren las
vacunas inactivadas dependeran principalmente de la concentracion de antigeno por dosis. El objetivo
de la fabricacién debe ser obtener una alta concentracién de antigeno y, por tanto, una vacuna muy
potente.

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

Véase también el Capitulo 1.1.8 Principios de produccién de las vacunas veterinarias, y el Capitulo 1.1.9
Pruebas de esterilidad y ausencia de contaminacién en materiales biolégicos destinados a uso
veterinario.

2.1.1. Caracteristicas bioldgicas del inéculo primario
i) Vacunasvivas

Laidentidad de las vacunas vivas contra MPVa de los subgrupos A, B o C que se mantienen
como indculos primaries para la produccion de vacuna teéricamente deberia confirmarse
con una secuenciacion exhaustive para que pueda detectarse toda posible contaminacion
posterior por cepas de MPVa extrafias en las pruebas de pureza.

ii)  Vacunas inactivadas

En el caso de las vacunas inactivadas, las caracteristicas mas importantes son un
rendimiento alto y una antigenicidad buena.

2.1.2. Criterios de calidad
i) Pureza

Debe demostrarse que el virus inéculo de la vacuna viva o inactivada esta libre de virus
extrafios, bacterias, micoplasmas u hongos, en concreto agentes patégenos para las aves.
Ello incluye ausencia de contaminacion por otras cepas del MPVa.

Debe demostrarse que el virus del indculo es estable, y que no presenta tendencia a revertir
a lavirulencia. Esto se puede confirmar llevando a cabo al menos cinco pases consecutivos
pavo a pavo a intervalos de 2-6 dias. Se utilizan pavos de no mas de 3 semanas y libres de
MDA contra el MPVa. El pase se puede lograr mediante la propagacion natural o inoculando
una suspension preparada a partir de la mucosa de los cornetes nasales y la parte alta de la
traquea de aves previamente inoculadas, o de hisopos traqueales. Debe tenerse cuidado de
evitar la contaminacion por virus de pases previos. Debe demostrarse que el virus se ha
transmitido. Debe evaluarse la estabilidad demostrando que no hay indicios de aumento de
la gravedad de los signos clinicos al comparar el virus de mas pases con la vacuna sin pases.
Puede utilizarse un sistema de puntuacién para cuantificar la gravedad de los signos.

2.1.3. Validacién como cepa vacunal

Deben obtenerse datos sobre la eficacia antes de que empiece la fabricacion de la vacuna a
granel. La vacuna debe administrarse a aves del mismo modo en que se utilizara en el campo.
Puede administrarse vacuna viva a aves de corta edad y la respuesta puede medirse
serolégicamente y mediante la resistencia al desafio experimental. En el caso de las vacunas
muertas, debe llevarse a cabo una prueba en aves de mayor edad que sigan poniendo, utilizando
el programa de vacunacién recomendado, de modo que pueda demostrarse la prolongacioén de
la seroconversion. Puede utilizarse un sistema de puntuacion para cuantificar la gravedad de los
signos.
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3.3.1. Vacuna viva (atenuada)

i)

ii)

Vacuna viva

Inocuidad: se administran por via oculonasal diez dosis de la vacuna candidate a 10 pavos
de la edad minima recomendada para la vacunacion y libres de anticuerpos contra MPVa.
Se observan los pavos durante al menos 21 dias a diario. La vacuna no supera la prueba si
alguno de los pavos muere o presenta signos de enfermedad atribuibles a la vacuna. Si mas
de dos pavos muestra signos clinicos anémalos o0 muere por causas no relacionadas con la
vacuna, la prueba debe repetirse. Esta prueba se lleva a cabo en cada uno de los lotes de la
vacuna final.

Prueba de eficacia: Debe comprobarse la eficacia de cada una de las vias de administracién
recomendadas. Se utilizan pavos que tengan como maximo la edad minima recomendada
paralavacunaciény estén libres de anticuerpos contra el MPVa. Se administra una dosis de
campo de la vacuna del titulo minimo recomendado por una de las vias recomendadas a
cada uno de 20 pavos, manteniendo 10 pavos como controles no vacunados. Pasados
21dias, se expone a todos los pavos mediante la administracion oculonasal de una dosis
adecuada de una cepa virulenta del MPVa (en el Laboratorio de Referencia de la OIE parala
RTP se pueden adquirir virus de desafio adecuados’). Se observan los pavos a diario durante
10 dias y se registran sus signos clinicos individualmente. La vacuna no supera la prueba a
no ser que al menos el 90% de los pavos vacunados sobreviva sin presentar signos clinicos
ni lesiones atribuibles a una infeccion por el MPVa. Puede utilizarse un sistema de
puntuacion para cuantificar la gravedad de los signos. Si menos de un 80% de los pavos no
vacunados presenta signos clinicos tras el desafio, 0 mas de un 10% de las aves control o
inoculadas muere por causas no atribuibles a la prueba, la prueba no es valida. En el caso
de que los resultados sean satisfactorios, esta pruebatiene que llevarse a cabo solo con uno
de los lotes de entre todos los preparados a partir del mismo inéculo.

Vacunainactivada

Lainocuidad de la vacuna inactivada debe comprobarse entodas las vias de administraciéon
recomendadas y con un lote de vacuna cuya actividad sea al menos la actividad maxima de
futuros lotes comerciales. Se debe administrar una dosis sencilla o doble a pavos sin
anticuerpos especificos (SAN) o libres de patogenos especificos (SPF). En los pavos, se
comprueban a diario los signos clinicos durante 14 dias. La vacuna supera la prueba si no se
observan signos y si no puede atribuirse ninguna Muerte a la vacuna. La prueba resultara
invalida si aparece alguna muerte por causas inespecificas.

Prueba de eficacia: Dado que las caidas de la puesta no son faciles de reproducir
experimentalmente, la proteccion inducida por la vacuna frente a la caida de la puesta tras
una exposicion a un MPVa virulento puede ser dificil de documentar y, por tanto, también
son aceptables protocolos destinados a demostrar la reduccion en los niveles de excrecion.
Como alternativa, también puede utilizarse la induccién de una respuesta inmunitaria
duraderatras lainyeccién de lavacunainactivada. Para el ultimo experimento, se administra
a un minimo de 20 pavos no inmunizados una dosis de vacuna a la edad recomendada
(cerca del pico de puesta) por una de las vias recomendadas, y la respuesta de anticuerpos
se mide 4 a 6 semanas después de la vacunacion, mediante ELISA o neutralizacion sérica.
Si se recomienda una vacunacion primaria con una vacuna viva, a otro grupo de pavos se
administra solo la vacunacién primaria, de modo que el efecto real de la vacuna inactivada
pueda evaluarse individualmente.

2.2. Métodos de fabricacion

2.21. Procedimiento

El virus indculo puede propagarse en distintos sistemas de cultivo celular. El contenido a granel
se distribuye en alicuotas y se liofiliza en recipientes sellados.

1

https://www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3
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La vacuna debe fabricarse en instalaciones adecuadas limpias y seguras, totalmente
independientes de las instalaciones de diagndstico y de las que albergan aves de corral
comerciales.

La produccién de la vacuna debe llevarse a cabo mediante un sistema de lotes de inéculo
utilizando una cepa virica adecuada de la cual se conozca el origen y el historial de pases. Deben
utilizarse huevos libres de patégenos especificos para todos los materiales utilizados en la
propagacion y analisis de la vacuna. Las vacunas vivas se producen en huevos o cultivos
celulares. Las vacunas inactivadas pueden prepararse utilizando virus virulentos cultivados en
cultivo celular o en huevos en embrionaje. Es necesaria una alta concentracion virica. Estas
vacunas se preparan como emulsiones agua-en-aceite. Una formulacion habitual es utilizar un
80% de aceite mineral con un 20% de suspensién virica, con agentes emulsionantes y
conservantes adecuados.

2.2.2. Requisitos para los ingredientes

i) Ingredientes de origen animal

Todos los ingredientes de origen animal, incluidos el Suero y las células, deben analizarse
para comprobar si contienen bacterias, virus, hongos o micoplasmas viables. Los
ingredientes de origen animal deben proceder de un pais con un riesgo insignificante de
encefalopatias espongiformes transmisibles (EET).

Deben usarse huevos SPF para todos los materiales usados en la propagacion y analisis de la
vacuna.

ii) Conservantes

Para la vacuna en recipientes multidosis pueden ser necesarios conservantes. Deben
comprobarse la concentracién del conservante en la vacuna final y su eficacia hasta el final
del periodo de validez. Debe utilizarse un conservante adecuado ya establecido para estos
fines.

2.2.3. Controles durante el proceso
)] Contenido en antigeno

Tras haber cultivado el virus hasta una concentracion alta, su titulo debe determinarse
mediante un cultivo de tradquea o cultivos celulares, segun convenga, para la cepa virica
utilizada. El contenido en antigeno o titulo infeccioso necesario para producir lotes
satisfactorios de la vacuna dependera de las determinaciones realizadas en la vacuna
problema, que se ha demostrado que es eficaz en pruebas de laboratorio y en ensayos de
campo.

ii)  Inactivacidon de vacunas inactivadas

Esto a menudo se realiza con B-propiolactona o bien con formalina. El agente inactivante y
el procedimiento de inactivacién deben demostrarse en las condiciones de fabricacion de
lavacuna parainactivar el virus de la vacunay cualquier posible agente contaminante, como
bacterias que pueden surgir a partir de las materias primas.

Antes de la inactivacion, debe tenerse cuidado de asegurar una suspension homogénea
libre de particulas que podrian no ser penetradas por el agente inactivante. Debe llevarse a
cabo una prueba para la inactivacion de la vacuna en cada lote tanto de la vacuna a granel
tras lainactivacion, como del producto final. La prueba escogida debe ser adecuada para el
virus vacunal utilizado y debe consistir en al menos dos pases en cultivos celulares
susceptibles, embriones o pavos, con diez réplicas por pase. No debe observarse ningun
indicio de la presencia de ningun virus ni microorganismo vivo.

iii)  Esterilidad de las vacunas inactivadas

El aceite utilizado en la vacuna debe esterilizarse por calor a 160°C durante 1 hora, o por
filtracidn, y debe demostrarse que el procedimiento es eficaz. Se llevan a cabo pruebas
adecuadas para las vacunas basadas en una emulsion oleosa en cada uno de los lotes de
vacuna final, como se ha descrito, por ejemplo, en la Farmacopea Europea.
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2.2.4. Pruebas en lotes de producto final

i)

ii)

iii)

a)

b)

iv)

V)

a)

b)

Identidad

La identidad de una vacuna MPVa viva puede confirmarse a nivel de lote incubando una
dilucion apropiada de la vacuna con un antisuero anti-MPVa monoespecifico, e inoculando
después la mezcla en huevos SAN o SPF susceptibles, o bien en cultivos de 6rganos o células
traqueales susceptibles. La vacuna neutralizada no puede presentar nada de infectividad.

La identidad de la vacuna MPVa inactivada puede confirmarse a nivel de lote administrando
lavacunaa pollos SAN o SPF, y poniendo de manifiesto que no induce anticuerpos especificos
de MPVa. En algunos casos, esta prueba se puede combinar con la prueba de potencia para
reducir el numero de animales utilizados en los experimentos.

Esterilidad y ausencia de agentes extrafios

Las pruebas de esterilidad y ausencia de contaminacion en los materiales biolégicos por
bacterias, hongos, micoplasmas o agentes extrafios se describen en el Capitulo 2.3.4.
Requisitos minimos para la produccion y el control de calidad de las vacunas.

Inocuidad
Pruebas de inocuidad en vacunas vivas

Como se describe en el apartado C.2.1.3.i Inocuidad de las vacunas vivas, se administran
diez dosis de campo de la vacuna por via oculonasal a 10 pavos de la edad minima
recomendada para la vacunacion y libres de anticuerpos contra el MPVa. Se observan los
pavos a diario al menos durante 21 dias. La vacuna no supera la prueba si alguno de los
pavos muere o presenta signos de enfermedad atribuible a la vacuna. Si mas de dos pavos
presentan signos clinicos andmalos o mueren debido a causas no relacionadas con la
vacuna, la prueba debe repetirse. Esta prueba se lleva a cabo en cada lote de la vacuna final.

Agentes extrafios en vacunas inactivadas

Se inoculan diez pavos, libres de anticuerpos maternos contra el MPVa, y de 14-28 dias de
edad, por las vias recomendadas con el doble de la dosis de campo. Las aves se observan
durante 3 semanas. No deben aparecer reacciones anémalas locales ni sistémicas. Esta
prueba se lleva a cabo en cada lote de la vacuna final, a no ser que los controles realizados
en fases previas de la produccion complementados con la aplicacion de buenas practicas
de fabricacion indiquen inocuidad en todo el proceso.

Vacuna viva residual en vacunas inactivadas

El proceso descrito en el apartado C.2.2.3.ii Controles durante el proceso puede llevarse a
cabo en todos los lotes de producto final.

Potencia
Pruebas de potencia en vacuna viva

En cada lote de vacuna producido debe llevarse a cabo una prueba de potencia (titulacion
del virus) en huevos en embrionaje, cultivos de traquea o cultivos celulares adecuados,
seguin convenga para el virus vacunal. En el momento de la expedicion, el titulo de la vacuna
debe ser lo bastante alto como para garantizar que el titulo virico minimo por dosis se
mantendra al menos hasta la fecha de caducidad. Ademas, el método descrito en el
apartado C.3.3.1 Vacuna viva (prueba de eficacia) debe utilizarse en un lote representativo
de todos los lotes preparados a partir del mismo lote de indculo, y los resultados deben ser
satisfactorios.

Pruebas de potencia en vacuna inactivada

La prueba de potencia para vacunas inactivadas se lleva a cabo a partir de los resultados de
la prueba de eficacia en un lote representativo de virus de indculo primario de la vacuna,
midiendo la produccion de anticuerpos.

Como se ha explicado en el apartado C.2.1.3.ii Vacunas vivas, puede aplicarse el siguiente
protocolo: se administra a un minimo de 10 pavos nunca antes expuestos al virus una dosis de
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vacuna a la edad recomendada (cerca del inicio de la puesta) por una de las vias de
administracion recomendadas, y la respuesta humoral se mide a las 4-6 semanas tras la
vacunacion empleando ELISA o neutralizacion sérica. Si se recomienda una vacunacién primaria
con unavacunaviva, a otro grupo de pavos se les administra solo la vacunacion primaria para que
pueda evaluarse individualmente el efecto real de la vacuna inactivada.

2.3. Requisitos para la aprobacion para el registro

2.3.1. Proceso de fabricacion

Para el registro de la vacuna, deben enviarse a las autoridades todos los datos relevantes
relativos a la fabricacién de la vacuna y a las pruebas de control de calidad (véase el apartado
C.2.1 Caracteristicas del indculo primario y C.2.2. Métodos de fabricacidn). Esta informacion debe
ser la obtenida con tres lotes consecutives de vacuna con un volumen no inferior a 1/3 del
volumen de un lote industrial habitual.

2.3.2. Requisitos de inocuidad
)] Inocuidad en especies de destino y no de destino

Las vacunas contra MPVa vivas atenuadas de los subgrupos A, By C (origen en Galliformes)
infectaran tanto a pavos como a pollos, pero los patos no son susceptibles a estos virus
(véase el apartado A. Introduccién y Brown et al., 2019).

Hasta la fecha, no se ha documentado ninguna interaccion de vacunas vivas contra MPVa
con especies aviaries no de destino. Toda informacion relativa a un efecto negative en
especies no de destino debe incluirse en las instrucciones de uso de la vacuna.

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

Es fundamental que antes de la aprobacién para el registro se evalue el potencial de las
vacunas contra MPVa vivas atenuadas de revertir a la virulencia (véase el apartado C.2.1.2.i.
Criterios de calidad [pureza], arriba).

Las consideraciones medioambientales a tener en cuenta en el proceso de aprobacion para
elregistroincluyen el hecho de que se sepa que hay cepas de MPVa que circulan por la zona
en la que la vacuna autorizada se va a utilizar, puesto que este conocimiento puede ayudar
i) a seleccionar las vacunas adecuadas para controlar estas cepas vy ii) a saber si esta
justificado o no introducir una cepa vacunal contra MPVa viva atenuada que pueda ser
significativamente diferente de las cepas de MPVa locales.

iii)  Precauciones (peligros)

El MPVa no esta reconocido como agente zoonético, pero deben aplicarse precauciones a
los pasos de fabricacién y durante la vacunacion, con el fin de minimizar la exposicién del
personal a aerosoles de vacuna. Las vacunas en emulsién oleosa causan graves lesiones a
la persona que administra la vacuna si se inyectan accidentalmente en la mano u otros
tejidos. En caso de que suceda un accidente de este tipo, la persona debe acudir de
inmediato a un hospital, llevando consigo el envase de la vacuna y el prospecto del
fabricante. Cada frasco de vacuna y envase deben mostrar una advertencia clara de las
graves consecuencias de una auto-lesion accidental.

2.3.3. Requisitos de eficacia

Las pruebas, los modelos de exposicidn y los criterios utilizados para evaluar la eficacia de las
vacunas contra MPVa se describen en los apartados C.2.1.3.i Vacunas vivas y C.2.1.3.ii Vacunas
inactivadas. Cuando se evalua la eficacia de un modelo de exposicion a MPVa, es aconsejable que
el virus de desafio sea representative de cepas de MPVa contemporaneas que circulene en la
zona donde vaya a utilizarse la vacuna autorizada.

Manual Terrestre de la OIE 2022 15



Capitulo 8.3.15. - Rinotraqueitis del pavo (metapneumovirus aviar)

2.3.4. Vacunas que permiten una estrategia DIVA

No se dispone de ninguna vacuna DIVA (que permite detector infeccidon en animales vacunados)
comercial para MPVa.

2.3.5. Duracién de lainmunidad

Se ha descrito que la respuesta celular a la infeccion por MPVa es la principal linea de defensa, y
se ha observado que la proteccion dura incluso 22 semanas en condiciones experimentales tras
la vacunacion (Bao et al., 2020; Williams et al., 1991). Sin embargo, en condiciones de campo, se
practican vacunaciones repetidas (2-3 veces) para estimular la respuesta celular en el tracto
respiratorio (Rautenschlein, 2020).

2.3.6. Estabilidad

Deben aportarse pruebas con al menos un lote representative de vacuna para demostrar que la
vacuna supera la potencia a nivel de lote al menos 3 meses después de terminar el periodo de
validez indicado.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para la rinotraqueitis del pavo
(puede consultarse la pagina web de la OIE:
https://www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3)
Por favor, contacte el Laboratorio de Referencia de la OIE para cualquier otro dato sobre las pruebas de
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NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 2008. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2022.
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