CAPITULO 3.3.10.

VIRUELA AVIAR

RESUMEN

Descripcion de la enfermedad: La viruela aviar es una enfermedad de los pollos y los pavos
causada por un virus con ADN del género Avipoxvirus, de la familia Poxviridae. Su distribucion es
mundial. Es una enfermedad de dispersion lenta que se caracteriza por formar lesiones
proliferativas y costras en la piel, y lesiones de tipo diftérico en la porcion superior de los tractos
digestivo y respiratorio. Por lo general, en el caso de la forma cutanea, la tasa de mortalidad es
baja y las aves afectadas tienen una mayor probabilidad de recuperarse que las afectadas por la
forma diftérica. En la forma diftérica, las lesiones proliferativas en los conductos nasales, y en la
laringe y la trdquea, pueden causar dificultades respiratorias y la muerte por asfixia.

La viruela aviar causa una disminucién transitoria de la produccion de huevos y una ralentizacion
del crecimiento de los pollos jovenes.

Identificacién del agente: Cuando aparecen erupciones en la piel de zonas descubiertas, debe
sospecharse que se trata de la viruela aviar. EI examen histologico de las lesiones cutdneas o
diftéricas revela una hiperplasia epitelial con inclusiones intracitoplasmicas en las células
afectadas. En los frotis de las lesiones se pueden detectar cuerpos elementales utilizando el
método de Giménez. Mediante la tincion negativa o los cortes ultrafinos de la lesién, en la
microscopia electrénica, se detectan particulas viricas con la morfologia caracteristica de los
poxvirus.

La forma diftérica de la viruela aviar, con efectos sobre la trdquea, debe diferenciarse de la
laringotraqueitis, que estd causada por un herpesvirus y que se caracteriza por la presencia de
cuerpos de inclusion intranucleares.

El aislamiento del virus se realiza por inoculacién en membranas corioalantoideas de embriones de
pollo de 9-12 dias de desarrollo, 0 en cultivo de células aviares. Para el aislamiento del virus
deben emplearse huevos de parvadas libres de patdgenos especificos.

Pruebas seroldgicas: Se pueden demostrar respuestas inmunitarias a la viruela aviar mediante
pruebas de neutralizaciéon virica, inmunodifusion en gel de agar, inmunofluorescencia,
hemaglutinacion pasiva, enzimoinmunoanalisis o inmunoelectrotransferencia.

Requisitos para las vacunas: Se han comercializado vacunas vivas modificadas de viruela aviar
o viruela de las palomas obtenidas en embrion de pollo o en cultivo de células aviares. El uso de
las vacunas esta recomendado en las areas endémicas de la enfermedad o en los lugares en que
se ha diagnosticado una infeccion.

A. INTRODUCCION

La morfologia del virus de la viruela aviar es idéntica a la de los otros virus de la familia Poxviridae. El virus
maduro (cuerpo elemental) tiene forma de ladrillo y mide aproximadamente 330 x 280 x 200 nm. La cubierta
externa consta de distribuciones aleatorias de tubulos superficiales. El virién consta de un centro o nucleoide
bicéncavo centralizado y denso a los electrones con dos cuerpos laterales en cada concavidad y rodeados por
una envuelta. El genoma del virus de la viruela aviar de 288 kpb codifica mas de 250 genes.

La viruela aviar tiene una distribucién mundial y estd causada por un virus de ADN del género Avipoxvirus de la
familia Poxviridae (Tripathy, 1993; Tripathy y Reed, 2013). Su incidencia es variable en areas diferentes debido a
las diferencias climaticas, de manejo y de higiene, o a la practica de una vacunacién regular. La enfermedad
puede originar una disminucion de la puesta de huevos o un retraso en el crecimiento de los pollos mas jévenes.
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La viruela aviar es una enfermedad virica de pollos y pavos de difusion lenta, que en la forma cutanea (viruela
seca) se caracteriza por la aparicién de lesiones proliferativas, que varian de pequefios nddulos a alteraciones
rugosas sobre la piel de la cresta, barbillas y otras areas sin plumas. En la forma diftérica (viruela humeda), se
desarrollan en las mucosas nédulos opacos blancos, ligeramente elevados, cuyo tamafioc aumenta con rapidez
hasta formar una membrana diftérica amarillenta. Las lesiones se presentan en las mucosas de la boca, eso6fago,
laringe o traquea. La tasa de mortalidad es mayor en la forma diftérica que en la cutanea, alcanzando a veces el
50% (19), sobre todo en las aves jovenes. En el genoma del virus de la viruela aviar se ha observado la
integracion de secuencias del virus de la reticuloendoteliosis (REV) (Singh et al., 2000; 2003b). Es interesante
que este caso de insercién ocurriera hace mas de 50 afios (Kim y Tripathy, 2001). Mientras que la mayoria de las
cepas naturales del virus de la viruela aviar contienen el provirus del REV, las cepas vacunales solo tienen
residuos de las largas repeticiones terminales (Singh et al., 2003b). La virulencia de las cepas naturales del virus
de la viruela aviar aumenta con la presencia del provirus del REV en el genoma. Se ha secuenciado por
completo el genoma de una cepa similar a la cepa vacunal del virus de la viruela aviar (Afonso et al., 2000).
Actualmente se ignora cuéales son las funciones de la mayor parte de los genes. Sin embargo resulta interesante
el hecho de que el virus tiende a persistir durante largos periodos de tiempo en un entorno de aves en el que
otros virus no pueden sobrevivir. Parece ser que el gen de la fotoliasa y el gen con cuerpos de inclusion de tipo A
del genoma virico protegen al virus de las agresiones ambientales (Srinivasan et al., 2001; Srinivasan y Tripathy,
2005). Se observa una reaccioén cruzada antigénica entre los virus de la viruela aviar y parece que muchos genes
son preservados. Estan disponibles varios estudios breves sobre la comparacion del virus de la viruela de las
aves de corral con otros virus de la viruela aviar, sobre todo los que infectan a las aves silvestres. Desde hace
poco tiempo esta disponible la secuenciacion completa del genoma del virus de la viruela de los canarios.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

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

Propésito
. Demostrar Demostrar ausencia Contribuir a Determinar la | Determinar el estado
Método . de infeccién en oy Confirmar prevalencia inmunitario en
ausencia de ) las politicas -
infeccionen | . . . animales de casos ) de _Ia anl_males 0
- individuales antes de S clinicos infeccion — poblaciones tras la
la poblacién ) erradicacion S . .
los desplazamientos vigilancia vacunacion
e 1
Identificacion del agente
Alslam_lento _ + _ + _ _
del virus
PCR en tiempo _ + _ . _ _
real
Deteccidn de respuesta inmunitaria
AGID - - - _ _ -+
ELISA - + - - + -+
IFAT - - - + - -

Clave: +++ = método recomendado; ++ = método idoneo; + = puede utilizarse en algunas situaciones, pero el coste, la
fiabilidad y otros factores limitan mucho su aplicacion; — = no adecuado para este proposito.
Aungue no todas las pruebas clasificadas como +++ 0 ++ han sido validadas formalmente, su uso sistemético y hecho de que
se hayan utilizado ampliamente sin resultados dudosos las hace aceptables.
RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa; AGID = inmunodifusién en gel de agar;
ELISA = enzimoinmunoandlisis; IFAT = inmunofluorescencia indirecta.

1. Identificaciéon del agente

El virus de la viruela aviar se multiplica en el citoplasma de las células epiteliales formando grandes cuerpos de
inclusién intracitoplasmica (cuerpos de Bollinger) que contienen cuerpos elementales mas pequefios (cuerpos de
Borrel). Las inclusiones se pueden demostrar en los cortes de lesiones cutaneas y diftéricas utilizando tinciéon con
hematoxilina y eosina (H&E), con naranja de acridina o con Giemsa (Tripathy et al., 1973). Los cuerpos

1 Se recomienda aplicar una combinacion de métodos de identificacion del agente en la misma muestra clinica.
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elementales se pueden detectar en los frotis de lesiones, por ejemplo, por el método de Giménez (Tripathy y
Hanson, 1976) que se describe mas adelante. Se puede utilizar la microscopia electronica para demostrar las
particulas viricas con morfologia tipica de los poxvirus, mediante la tincién negativa o en cortes ultrafinos de
tejidos infectados (Doane y Anderson, 1987).

1.1.

1.2.

1.3.

Técnica de frotis para la viruela aviar

1.1.1. Procedimiento analitico

i) Se coloca en un porta limpio una gota de agua destilada y la lesion (cutanea o diftérica).
Se prepara un frotis fino presionando la lesién con otro porta limpio y rotando varias veces
el porta superior.

i) Se seca al aire y se fija el frotis con cuidado a la llama.

iii)  Se tifie el frotis durante 5-10 minutos con un colorante recién preparado (8 ml de solucion
stock® de fucsina basica mezclada con 10 ml de tampon fosfato®, pH 7.5, y filtrado por
papel de filtro Whatman ndmero 1).

iv)  Se lava cuidadosamente con agua del grifo.

v) Se colorea para tincion de contraste con verde malaquita (0,8% en agua destilada)
durante 30-60 segundos.

vi) Se lava el frotis con agua del grifo y se seca a continuacion.

vii) Se examina el frotis con aceite de inmersién. Los cuerpos elementales aparecen rojos y
de un tamafio aproximado de 0,2-0,3 pm.

Aislamiento del virus

El virus de la viruela aviar se puede aislar inoculando el material sospechoso en huevos embrionados
0 en cultivos celulares de origen aviar. Se inoculan en las membranas corioalantoideas (MCA) de
embriones de pollo de 9-12 dias de desarrollo o en un cultivo celular alrededor de 0,1 ml de
suspension del tejido cutaneo o de la lesion diftérica tratada con la concentracion adecuada de
antibiéticos. Es aconsejable comprobar si el inéculo presenta algiun tipo de contaminacion
inoculdndolo en una placa de agar sangre y McConkey y examinando este cultivo después de
24 horas de incubacion. Tras la inoculacién de los embriones con la muestra libre de contaminacion,
los huevos se incuban a 37°C durante 5-7 dias y después se examinan para comprobar si aparecen
focos blancos de lesiones o un engrosamiento generalizado de las MCA. El examen histolégico de las
lesiones en la MCA revelara cuerpos de inclusion intracitopladsmicos y eosindfilos tras la tincién con
H&E (Tripathy et al., 1973; Tripathy y Reed, 2013).

Para propagar el virus de la viruela aviar, también pueden utilizarse fibroblastos primarios de embrién
de pollo, células renales de embrién de pollo, células dérmicas de embrion de pollo o la linea celular
permanente QT-35 de codorniz (Ghildyal et al., 1989; Schnitzlein et al., 1988). La adaptacién de las
cepas de virus a los cultivos celulares es un requisito importante para la formacion de placas o calvas,
y no todas las cepas formaran placas inicialmente.

Métodos moleculares

El analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) puede utilizarse
para comparar las cepas de campo con las cepas vacunales del virus de la viruela aviar (Ghildyal et
al., 1989; Schnitzlein et al., 1988). Sin embargo, este procedimiento no se utiliza para el diagnéstico
rutinario.

Los fragmentos genédmicos clonados del virus de la viruela aviar se pueden emplear con eficacia como
sondas de acido nucleico para el diagnostico. EI ADN virico aislado de lesiones puede detectarse por
hibridacion con sondas genomicas, marcadas radioactivamente o sin marcar. Este método es
especialmente Util para diferenciar entre infecciones de viruela aviar y de laringotraqueitis cuando se
presentan lesiones traqueales (Fatunmbi et al., 1995).

2 Solucién stock: Se afiade lentamente una solucién de fucsina basica (5 g) en etanol al 95% (100 ml) a una segunda
solucion de fenol cristalino (10 g) en agua destilada (900 ml). Esta solucién stock se mantiene en una botella de cristal
con tapon de rosca bien cerrada y se incuba durante 48 horas a 37°C; luego se conserva a temperatura ambiente.

3 Tampon fosfato, pH 7,5: A 1 000 ml de agua destilada se afiade NaH2PO4H20 (2,47g) y NaHPO4 (11,65 g) y se
conserva a 4°C.
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Las secuencias gendmicas de ADN de varios tamafios se pueden ampliar utilizando cebadores especificos
(Fallavena et al., 2002; Lee y Lee, 1997) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta
técnica es util cuando solo se dispone de una cantidad muy pequefia de ADN virico en la muestra. El ADN
gendmico aislado a partir de cortes de tejido fijados con formalina correspondientes a casos que han dado
positivo para la viruela aviar (presencia de inclusiones citoplasmaticas) se puede emplear para la
amplificacion por PCR de fragmentos gendmicos de tamafio especifico.

2. Pruebas seroldgicas

Aunque en las infecciones por poxvirus tanto la inmunidad celular (IMC) como la inmunidad humoral
desempefian un papel importante, no resulta cémodo utilizar rutinariamente las pruebas de IMC. Por lo tanto,
para medir la respuesta humoral especifica se usan pruebas seroldgicas, como la neutralizacién virica (NV), la
inmunodifusion en gel de agar (AGID), la hemaglutinacion pasiva y la inmunofluorescencia, asi como
enzimoinmunoanalisis. La inmunizacién favorable a partir de la vacuna se puede demostrar examinando una
parvada a los 7-10 dias de la vacunacién para comprobar si presentan “tomas”. Una toma consiste en un
abultamiento de la piel o una costra en el sitio de inoculaciéon de la vacuna, y su presencia denota una buena
inmunizacion.

2.1. Neutralizacion virica

Después de la interaccion entre el virus y el suero, la actividad de los virus residuales puede
comprobarse en huevos embrionados o en cultivos celulares (Morita, 1973). Esta prueba es
técnicamente exigente y puede no resultar comoda para el diagndstico de rutina. Solo unas cuantas
cepas de virus tienen capacidad para formar placas en células de embrion de pollo. Los anticuerpos
neutralizantes aparecen a las 1-2 semanas de la infeccién.

2.2. Inmunodifusién en gel de agar

Los anticuerpos precipitantes se pueden detectar haciendo reaccionar los sueros con los antigenos
viricos. El antigeno puede derivar de lesiones de piel infectada o de lesiones de MCA después de la
sonicacién y homogenizacion, asi como de los cultivos celulares infectados tratados como se describe
mas adelante en el apartado B.2.6. Se centrifuga la suspension lisada y el sobrenadante se utiliza
como antigeno. El medio de difusion se prepara con agar al 1%, cloruro sodico al 8% y tiomersol al
0,01%. El antigeno virico se coloca en el pocillo central y los sueros problema en los pocillos
periféricos. Es importante incluir un control de suero negativo y otro de suero positivo. Las placas se
incuban a temperatura ambiente y las lineas de precipitacion aparecen a las 24-48 horas de la
incubacion del antigeno con el anticuerpo contra cepas homélogas o estrechamente relacionadas. La
prueba es menos sensible que el ELISA (Buscaglia et al., 1985) o que la prueba de la hemaglutinacion
pasiva (Winterfield y Hitchner, 1965).

2.3. Hemaglutinacién pasiva

Los eritrocitos de oveja o de caballo se sensibilizan con un antigeno parcialmente purificado de la
viruela aviar (Tripathy et al., 1970). El antigeno se prepara de las MCA infectadas o de células como
se describe mas adelante en la seccion B.2.6. La hemaglutinacion pasiva es mas sensible que la
AGID. La prueba origina reacciones cruzadas entre los poxvirus aviares.

2.4. Pruebas de inmunofluorescencia

Las pruebas de inmunofluorescencia directa o indirecta revelan una fluorescencia intracitoplasmica
especifica en las células infectadas. La prueba indirecta es de uso comun y consta de dos pasos: el
anticuerpo contra el virus de la viruela aviar reacciona primero con el antigeno en las células
infectadas y después con un anticuerpo secundario marcado con isotiocianato de fluoresceina contra
la gammaglobulina de pollo (por ejemplo, suero anti gammaglobulina de pollo obtenido en cabra).
Estos anticuerpos marcados estan comercializados. A este respecto, para pruebas con anticuerpos
fluorescentes se pueden utilizar con eficacia los cortes de tejidos fijados con formalina.

2.5. Inmunoperoxidasa

La tincion especifica de las inclusiones citoplasmicas es el resultado de la reaccion de un anticuerpo
policlonal especifico contra la viruela aviar, que esta conjugado con peroxidasa de rabano, y los cortes
hidratados de tejidos (MCA o piel) o de cultivos fijados e infectados por viruela aviar. Se obtienen
resultados similares cuando se utilizan anticuerpos policlonales o monoclonales en una prueba
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indirecta. Una ventaja de la técnica es que los cortes se pueden observar por microscopia Optica y se
pueden conservar durante mucho tiempo sin pérdida de color (Tripathy et al., 1973).

2.6. Enzimoinmunoanalisis

Se han elaborado pruebas de ELISA para detectar anticuerpos humorales contra el virus de la viruela
aviar. Son capaces de detectar anticuerpos 7—-10 dias después de la infeccion (Buscaglia et al., 1985),
pero estas pruebas todavia no se han comercializado.

Los antigenos del virus de la viruela aviar se preparan a partir de monocapas de células QT-35
infectadas, o de lesiones de MAC. Las células QT-35 infectadas se precipitan (700 g durante
10 minutos a 4°C), se lavan con tampé6n isoténico (Tris 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM,
etilendiaminotetraacético [EDTA] 5 mM), y se lisan en tampoén hipotoénico (Tris 10 mM, pH 8,0, KCI
10 mM, EDTA 5 mM) con Triton X-100 al 0,1% y beta-mercaptoetanol al 0,025%. Los nucleos y los
restos celulares se eliminan por centrifugacién a baja velocidad (500 g durante 5 minutos a 4°C) y el
sobrenadante se utiliza como fuente de antigenos del virus de la viruela aviar para la ELISA o para la
inmunoelectrotransferencia. Para aislar antigeno virico de las lesiones de MCA, se necesita una
dispersion inicial de las lesiones mediante tratamiento con detergentes como se describio
anteriormente. También se ha empleado como antigeno el virus propagado en fibroblastos o en
células dérmicas de embridn de pollo. La preparacion del antigeno es como la descrita para las células
QT-35.

Los pocillos de la placa de microtitulacion se antigenizan con 1 pg de antigeno soluble virico de la
viruela aviar en 100 pl de tampén de recubrimiento (Na;CO3z 15 mM, NaHCOs; 35 mM, pH 9,6) y se
incuban durante toda la noche a 4°C (Buscaglia et al., 1985; Tripathy et al., 1973). Cada pocillo se lava
después una vez con solucion de lavado (NaCl 0,29 M, Tween 20 al 0,05%) y se bloquea con una
solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4), que contenga 3% de seroalblimina bovina
(BSA), durante 1 hora a 37°C. Después de un lavado, se afiaden a los pocillos diluciones seriadas de
los sueros problema en PBS con 1% de BSA. Tras agitar durante 2 horas a 37°C, los pocillos se lavan
tres veces antes de afiadir 100 pl/pocillo de anticuerpos anti IgY de pollo obtenidos en cabra
conjugados con peroxidasa de rabano (H+L), a una dilucion recomendada en PBS. Después de
2 horas de incubacion a 37°C y tres lavados posteriores, se afiaden a cada pocillo 100 pl del substrato
de la peroxidasa TBM®. Las reacciones se terminan por adicion de acido fosforico 1 M y se registra la
absorbancia a 450 nm utilizando un lector de placas ELISA.

2.7. Inmunoelectrotransferencia

Las variaciones antigénicas que tienen lugar entre las cepas del virus de la viruela aviar pueden
determinarse por medio de inmunoelectrotransferencia. En este método, los antigenos se separan por
SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico) y reaccionan con
anticuerpos policlonales o monoclonales contra el virus de la viruela aviar (Ghildyal et al., 1989; Singh
et al., 2003a; Singh y Tripathy, 2000). Este método no es conveniente para el diagnéstico rutinario.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y EL MATERIAL DE DIAGNOSTICO

1. Antecedentes

Las directrices para la produccion de vacunas veterinarias se presentan en el capitulo 1.1.8. Principios de
produccion de vacunas veterinarias. Las normas dadas aqui y en el capitulo 1.1.8 son de caracter general y
pueden complementarse con requisitos nacionales o regionales, como por ejemplo, las directrices que
proporciona el Veterinary Services Memorandum n° 800.50 del Servicio de Inspeccion de Sanidad Animal y
Vegetal del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos.

En la mayoria de laboratorios de productos biolégicos que fabrican vacunas para aves se producen vacunas
contra los virus de la viruela aviar y de la viruela de la paloma. Estas vacunas se utilizan en parvadas
susceptibles en las que la enfermedad ha sido endémica o se ha diagnosticado en parvadas previas.

Debe tenerse en cuenta la inmunidad adquirida pasivamente durante la vacunacion de la descendencia de
parvadas que han sufrido una infeccién natural reciente o que se han vacunado recientemente. Como la
inmunidad pasiva (durante 2—-3 semanas) puede interferir con la multiplicacién del virus vacunal, la descendencia
solo debe vacunarse tras la disminucion de los anticuerpos de adquisicién pasiva. La vacuna contra la viruela
aviar se aplica por el método de la puncién en la membrana del ala.
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2. Descripcién de la produccién y requisitos minimos para las vacunas

2.1. Caracteristicas del inéculo

Debe seguirse rigurosamente los procedimientos que se describen en el Capitulo 1.1.8. Principios de
produccién de vacunas veterinarias y en el Capitulo 1.1.9. Pruebas de esterilidad y ausencia de
contaminacion en los materiales bioldgicos de uso veterinario.

2.1.1. Caracteristicas bioldgicas del inéculo primario

Las vacunas vivas contra el virus de la viruela aviar, tanto las que contienen el virus de la
viruela aviar como el de la viruela de la paloma, se utilizan para la prevencion de la viruela aviar
en las aves de corral. El virus se propaga o bien en embriones de pollo libres de patégenos
especificos (SPF) o bien en un cultivo celular de origen aviar. Debe establecerse un in6culo
virico primario (MSV) y emplearse en base a un sistema de lotes de siembra. Deben registrarse
bien su origen, historial de pases y caracteristicas.

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

.

El MSV debe propagarse en instalaciones adecuadas con materiales que cumplan con las
normas aprobadas, y debe comprobarse que esté libre de contaminacién, asi como su
identidad y pureza.

2.1.3. Validacién como vacuna
i) Pureza

Antes de comprobar su pureza, el MSV se puede neutralizar con un suero hiperinmune
especifico. Debido a la dificultad de neutralizar el poxvirus aviar, se acepta tratar el MSV
mediante centrifugacion a 1 000 g durante 20 minutos y después filtrarlo a través de un
filtro de 0,2 pm. El MSV neutralizado o filtrado se usa luego en las pruebas para
demostrar la ausencia de agentes extrafios. Estas pruebas deben realizarse en huevos
embrionados o en cultivos celulares aviares para demostrar la inexistencia de replicacién
virica y en pollos SPF para demostrar la ausencia de anticuerpos frente a agentes
extrafos.

i)  Inocuidad

Las vacunas solo deben prepararse a partir de una cepa de virus estable y atenuada o de
cepas naturales de baja virulencia.

Se debe comprobar que la vacuna es inocua por la via de administracion recomendada,
que es por puncion en la membrana del ala a aves susceptibles de todas las edades. Una
prueba adecuada consiste en tomar 10 pollos SPF e inocular a cada uno pinchando la
membrana del ala con una aguja impregnada de la vacuna. Las aves se observan durante
7-10 dias para comprobar si presentan “tomas” y la ausencia de efectos adversos
atribuibles a la vacuna. Una “toma” es un abultamiento de la piel o una costra en el sitio
de aplicacion de la vacuna e indica una vacunacion adecuada. La prueba de inocuidad
debe repetirse después de al menos seis pases seriados del virus en pollos SPF, para
comprobar que no ha habido reversién a la virulencia.

iii) Eficacia
Deben obtenerse datos utilizando el nivel de pases mas alto (el quinto pase desde el
inoculo original) y el titulo mas bajo de virus que se va a utilizar en el producto final: se
proporciona una dosis de vacuna por el método recomendado a 20 pollos SPF de la edad
minima indicada para la vacunacion. Estos pollos, junto con otros 20 no vacunados de la
misma edad y origen, son inoculados con un desafio 3 semanas después mediante
escarificacion con una cepa virulenta del virus de la viruela aviar. Las aves se observan
durante 3 semanas. El noventa por ciento de las aves control deben presentar lesiones

debidas al virus de desafio y al menos el 90% de las aves vacunadas deben estar libres
de tales lesiones.
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2.2. Método de fabricacion

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

Procedimiento

La vacuna se fabrica mediante un sistema de lotes de siembra a partir del MSV validado. Esto
debe realizarse en instalaciones aprobadas y disefiadas para evitar el riesgo de contaminacion.
Todos los medios y los cultivos celulares deben probarse para asegurar la ausencia de
contaminacion.

Requisitos para los ingredientes

El MSV puede propagarse en embriones de pollo SPF empleando las MAC o en cultivos
celulares aviares, como fibroblastos de embrion de pollo primarios, rifién de embrién de pollo o
dermis de embrién de pollo.

Control durante el proceso

Durante el proceso de validacion como vacuna, se deben comparar los datos de eficacia con el
contenido del virus de la vacuna. Se puede establecer asi una potencia adecuada. La vacuna
debe dispensarse en los recipientes finales para asegurar que cada recipiente contiene virus
suficiente para alcanzar la potencia especificada.

Pruebas en lotes de producto final
i) Esterilidad

Las pruebas de esterilidad y de ausencia de contaminacién en los materiales biolégicos
de uso veterinario se pueden encontrar en el capitulo 1.1.9.

i) Identidad

Las pruebas de identidad deben demostrar que, cuando en un laboratorio se propagan
varias cepas para vacunas multivalentes, no se encuentra presente ninguna otra cepa
vacunal.

iii) Inocuidad

En cada lote de vacuna se debe aplicar la prueba de inocuidad que se describe en el
apartado C.2.1.3, arriba, exceptuando el requisito de seis pases en pollos SPF.

iv) Potencia

Deben realizarse pruebas sobre el contenido virico en al menos tres recipientes. Las
diluciones deben de abarcar un rango de infectividad del 0-100%, usando saltos de
dilucion de 1/5 y siete réplicas por dilucion. Si es posible, la prueba debe llevarse a cabo
en paralelo con una vacuna estandar. Cada lote de vacuna se titula en el diluyente
suministrado para dicho uso. Normalmente, el titulo de virus no debe ser mayor que 1/10
de la dosis a la que se ha demostrado que la vacuna es segura ni inferior al titulo
determinado en la prueba de eficacia. Una potencia adecuada para una vacuna viva
contra la viruela aviar suele estar en la zona de 10° DIEso (dosis infectiva en el 50% de los
embriones expuestos) por ml. De acuerdo con los requisitos normativos de cada pais,
podran emplearse otras pruebas de potencia.

2.3. Requisitos para la autorizacién/registro/licencia

Para el registro de la vacuna, deben enviarse a las autoridades correspondientes todos los datos
relevantes relativos a la fabricacion y a las pruebas de control de calidad. Estos datos deben
obtenerse a partir de tres lotes consecutivos de la vacuna que tengan 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.

2.3.1.

Requisitos de inocuidad

En las pruebas se utiliza una sola dosis, una sobredosis (solo en el caso de las vacunas vivas)
y dosis repetidas (teniendo en cuenta el nimero maximo de dosis en el caso de la vacunacion
primaria y, si corresponde, la primera revacunacion/vacunacion de recuerdo) que contengan el
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maximo contenido antigénico permitido y, segun el caso, el maximo numero de cepas
vacunales.

2.3.2. Precauciones (peligros)

Normalmente se recomienda no vacunas a las aves que estén en puesta, y debe evitarse el
contacto humano con la vacuna viva. La vacuna estandar contra la viruela aviar no debe usarse
en palomas, pero estas si pueden vacunarse con la vacuna contra la viruela de la paloma. En
muchos paises, la vacuna contra la viruela de la paloma se ha reemplazado por una vacuna
viva contra la viruela aviar disefiada para su uso en pollitos de un dia. Cuando no se ha
dispuesto de vacuna contra la viruela de la paloma, estos productos se han utilizado en
palomas y no han generado problemas de inocuidad.

2.3.3. Requisitos de eficacia

Para registrar una vacuna comercial, se debe demostrar su eficacia (proteccion) a partir de uno
mas lotes producidos de acuerdo con el método estandar y que contengan la cantidad minima
de antigeno o el valor minimo de potencia; todos los futuros lotes comerciales deberan
analizarse antes de ser liberados para garantizar que tienen la potencia que se ha comprobado
con los lotes empleados para las pruebas de eficacia.

Normalmente, la eficacia (proteccion) de la vacuna se valora en animales vacunados
evaluando directamente su resistencia ante el agente patégeno vivo, es decir, comprobando la
ausencia de lesion local en el punto de inoculacion en animales vacunados y la aparicion de
lesion en animales control.

2.3.4. Duracién de la inmunidad

La prueba de eficacia presentada en el apartado C.2.1.3 puede usarse para determinar la
duracién de la inmunidad (aproximadamente, 6-12 meses) mediante pruebas realizadas a
intervalos después de la vacunacion, usando grupos distintos de aves en cada prueba.

2.3.5. Estabilidad

Para justificar la caducidad, deben aportarse evidencias sobre la estabilidad. Dicha evidencia
debe basarse en las titulaciones viricas obtenidas periddicamente hasta 3 meses mas alla de la
fecha de caducidad propuesta y verificadas en, por lo menos, seis lotes de vacuna mantenidos
en las condiciones de conservacion recomendadas.
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