CAPITULO 3.1.15.

ENFERMEDADES POR LOS VIRUS
DE NIPAH Y DE HENDRA

RESUMEN

Los virus de Hendra (VHe) y de Nipah (VNi) surgieron en los afios 1990 como causa de brotes de
enfermedades zoondticas. El primer brote descrito de VHe tuvo lugar en Brisbane, Australia, en 1994.
En este caso, el VHe causd una enfermedad respiratoria grave y la muerte de 13 caballos y de un
entrenador. El VNi aparecid en la poblaciéon humana en Malasia entre septiembre de 1998 y abril de
1999 como causa de encefalitis agudas, después de propagarse principalmente como una infeccion
respiratoria grave de etiologia desconocida en la poblacién porcina. El VHe ha causado la muerte de
cuatro de siete personas infectadas en Australia, mientras que se han dado mas de 600 casos de VNi
en humanos, provocando mas de 400 muertos en Malasia, Filipinas, Singapur, Bangladesh y la India.
Los murciélagos frugivoros (zorros voladores) del género Pteropus son los reservorios de ambos
VIrus.

La infeccion de caballos por el VHe no tiene una presentacion patognomoénica. Los caballos pueden
presentar inicialmente signos respiratorios, neuroldégicos o inespecificos. Los signos respiratorios
son taquipnea o secrecion nasal espumosa. Los neurolégicos, ataxia, inclinacion de la cabeza,
desplazamientos en circulos, convulsiones, depresion o decubito. Los signos inespecificos son fiebre
alta, taquicardia, falta de apetito o cdlicos. La infeccién por el VHe en los caballos no siempre es
mortal, ni parece ser muy contagiosa entre caballos. El contacto directo con orina, saliva o productos
del parto de zorro volador infectado es necesario para su transmision entre el zorro volador y el
caballo. Los caballos infectados en pastos casi nunca transmiten el virus a otros caballos. La
transmision parece tener lugar de forma mds rdpida en entornos cerrados, como establos o clinicas
veterinarias, y se asocia al contacto con liquidos corporales de caballos infectados.

La infeccion porcina por el VNi es muy contagiosa y se caracteriza por fiebre con afectacion
respiratorio y, a veces, neuroldgica, pero muchas infecciones son subclinicas. Algunos cerdos
infectados presentan una tos seca de intensidad inusual, pero muchas infecciones son subclinicas.
También se ha observado aborto.

Ambos virus pueden afectar a los animales de compafia, pero no parecen intervenir en la
epidemiologia de la enfermedad.

Lainfeccidn de los humanos se produce por contacto con animales, normalmente por un hospedador
propagador, en lugar de producirse directamente por el hospedador reservorio: el VNi del cerdo y
del caballo y el VHe de los caballos. Las investigaciones de los brotes de casos de VNi en humanos
de Bangladesh han apuntado a la infeccion humana por murciélagos pterdpidos directamente sin
hospedador intermediario/amplificador. Solo se ha observado la transmisién entre humanos en
brotes del VNi de Bangladesh y de la India.

El VHe y el VNi estan estrechamente relacionados y son los miembros fundadores del género
Henipavirus, familia Paramyxoviridae. Hay dos genotipos de VNi, a saber, VNi-M (Malasia) y VNi-B
(Bangladesh). La reciente caracterizacion genética del VNi-B a partir de casos de murciélagos y
humanos en Bangladesh 2012-2018 ha mostrado una divergencia genética durante 1995 que dio
lugar a dos sublinajes: VNi-B1y VNi-B2 (Rahman et al., 2021). Se han reconocido dos genotipos de
VHe, a saber, VHe-g1y VHe-g2. El VHe y el VNi son agentes patdgenos humanos peligrosos. Todas
las manipulaciones de laboratorio con cultivos vivos o material potencialmente infectado/
contaminado deben realizarse a un nivel de bioseguridad y contencion adecuado.
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Deteccion del agente: Dado el potencial zoondtico y las altas tasas de mortalidad asociadas a estos
virus, los laboratorios de diagndstico pueden decidir, siguiendo una evaluacién del riesgo exhaustiva,
emplear técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
en tiempo real (RT-PCR) para la deteccidn, en lugar de intentar la propagacion del virus infeccioso.
Tanto el VHe como el VNi pueden propagarse en gran variedad de cultivos celulares. Debe intentarse
el aislamiento del virus a partir de muestras de campo no fijadas, pero solo en situaciones en las que
pueda garantizarse la seguridad del operario. Los procedimientos de identificacion del virus
comprenden la RT-PCR, la inmunotincién de células infectadas, y la neutralizacién con antisueros
especificos contra los virus.

El antigeno virico se encuentra presente en el endotelio vascular y, en el caso de las infecciones
porcinas por VNi, en el epitelio respiratorio. Para detectar los antigenos del VHe y del VNi mediante
inmunohistoquimica (IHC), puede examinarse una gran variedad de tejidos fijados en formalina.

Pruebas seroldgicas: Tras una evaluacion del riesgo bioldgico, los laboratorios de diagndstico
pueden decidir evitar las pruebas serolégicas que utilizan virus vivos. Se dispone de pruebas de
neutralizacion virica (VN) y de enzimoinmunoanalisis (ELISA). Los ELISA se utilizan como prueba de
cribado, y la VN, como prueba de confirmacion. La capacidad de los anticuerpos anti-VHe y anti-VNi
de neutralizar de forma cruzada significa hace que una unica VN empleada con cualquiera de los
virus no permite la identificacion definitiva de la especificidad del anticuerpo detectado.

Requisitos para las vacunas: Existe una vacuna para el VHe aprobada en Australia para su uso en
caballos. Para el VNI, actualmente no se dispone de vacuna.

A. INTRODUCCION

El virus Hendra (VHe) y el virus Nipah (VNi) forman parte de la familia Paramyxoviridae, subfamilia
Orthoparamyxovirinae, género Henipavirus. Tienen propiedades morfoldgicas y fisicoquimicas caracteristicas de
los paramixovirus. Son pleomdérficos y tienen envoltura, y nucleocéapsidas en espinapez. Los viriones miden 40—
600 nm de diametro. Las espiculas de la glucoproteina y de la proteina de fusién protruyen a través de una
envolturalipidica. Tanto el VHe como el VNitienen una genoma de ARN de polaridad negativa, monocatenario y no
segmentado (18,2 kb), que consiste en seis genes que codifican seis proteinas estructurales principales, que son
las siguientes: N (proteina de la nucleocapsida), P (fosfoproteina), M (proteina de la matriz), F (proteina de fusién),
G (glucoproteina) y L (proteina grande).

El VHe y el VNi tienen lugar de forma natural como virus de murciélagos frugivoros, también denominados “zorros
voladores”, y que son miembros del género Pteropus, familia Pteropodidae. Se han detectado anticuerpos contra
el VHe en las cuatro especies de Pteropus australianos, y su seroprevalencia varia con el tiempo. Hasta la fecha,
todos los casos de VHe en caballos han tenido lugar dentro de la zona geogréfica de los murciélagos Pteropus, lo
cual se correlaciona con la costa este de Australia. Se han detectado anticuerpos contra el VNi o contra virus
estrechamente relacionados con aquél en murciélagos pterépidos en la mayor parte de su territorio. Se ha aislado
el VHe-g1de zorros voladores de Australia (Halpin et al., 2000), y se ha detectado un genotipo de VHe por primera
vez (VHe-g2) en dos especies de zorro volador de Australia (Wang et al., 2021). El VNi se ha asilado de zorros
voladores en Malasia y Camboya (Chua et al., 2002; Reynes et al., 2005). En Ghana, en un estudio pequefio se
observé un 39% de Eidolon helvum, un murciélago frugivoro no pterépido, presenta anticuerpos contra el VNi
(Hayman et al., 2008). También se obtuvieron Secuencias afines al Henipavirus de Eidolon helvum en Ghana
(Hayman et al., 2008). La deteccion de anticuerpos henipavirus y de secuencias de los mismos en murciélagos de
Africa indica que el territorio con posibles infecciones por el VNi podria ser mayor de lo que se crefa.

La enfermedad del VHe surgié en Brisbane, Australia, en septiembre de 1994, en un brote de una enfermedad
respiratoria aguda que causo la muerte de 13 caballos y de un entrenador de caballos (Murray et al., 1995).
Inicialmente, el virus se denominé morbilivirus equino, pero analisis genéticos posteriores indicaron que era
suficientemente diferente como para pertenecer a un género propio. Ha habido al menos un episodio de
diseminacién cada afio desde 2006, y la mayoria de los acontecimientos han afectado solo a un pequefio nimero
de caballos. En un estudio retrospectivo, se aislé VHe-g2 de un caso equino de 2015 (Annand et al., 2022). Hasta la
fecha, siete casos humanos han dado lugar a cuatro muertes (tasa de mortalidad del 57%). Los signos clinicos
oscilan entre una infeccion gripal y una neumonia o encefalitis grave que provoca la muerte (Yuen et al., 2021).
Todas las personas infectadas habian estado en contacto directo con liquidos corporales infectados de caballos
infectados, debido a que realizaron intervenciones invasivas y/o a que no llevaban un equipo de proteccion
personal completo.
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Los estudios retrospectivos de muestras histoldgicas de archivo indican que el VNi habia causado una baja
mortalidad entre los cerdos de Malasia desde 1996, pero permanecié desconocido hasta 1999, afio en el que surgio
como agente causal de un brote de encefalitis en humanos que habia comenzado en 1998 (Chua et al., 2000; Nor
et al., 2000). En contraste con la enfermedad respiratoria equina causada por el VHe, que fue frecuentemente
mortal pero caracterizada por una transmisibilidad baja en condiciones de campo, la enfermedad respiratoria
provocada por el VNi en cerdos fue a menudo subclinica pero muy contagiosa en estos animales alojados en
condiciones intensivas (Hooper et al., 2001). Ello llevé a una diseminacién rapida del virus entre la poblacion porcina
de Malasiay las autoridades optaron por el desvieje como el principal medio para controlar la propagacién (Nor et
al., 2000). Se eliminaron mas de un millén de cerdos; alrededor de un 40% de los humanos infectados, la mayoria
criadores de cerdos de Malasia y personal de mataderos de Singapur, que tuvieron contacto directo con cerdos
vivos, murieron de encefalitis (Chua et al., 2000). Un pequefio nimero de gatos, perros y caballos también resulto
infectado en las explotaciones porcinas durante ese brote (Hooper et al., 2001; Nor et al., 2000), pero no fueron
infecciones epidemiolégicamente significativas.

Desde 2003, han tenido lugar brotes de la enfermedad por el VNi con una frecuencia casi anual en humanos de
Bangladesh, y algunos en Bengala Occidental, region colindante con la India, y mas recientemente en Kerala, en la
costa oeste de la India (Arunkumar et al., 2019). Se ha detectado como probable via de transmisién desde los
reservorios de animales salvajes alos humanos de los brotes de Bangladesh laingesta de zumo natural de palmera
datilera contaminado con la saliva, la orina o los excrementos de murciélagos frugivoros (Luby et al., 2006). En
algunos brotes, ha habido transmisidn entre humanos. Como consecuencia de estos brotes constantes, se estima
que hasta el momento han tenido lugar en Malasia, Singapur, Bangladesh y la India mas de 600 casos de VNi en
humanos, de los que han muerto mas de 400.

En 2014, se notificd un brote de casos humanos de VNi en Filipinas, en el que murieron 9 de las 17 personas
infectadas (Ching et al., 2015). En este brote, los caballos enfermos fueron sacrificados y consumidos por personas
que después contrajeron la infeccidén. Se sospechd de alguna transmisién entre humanos. También resultaron
infectados perros y gatos.

El diagnéstico de la enfermedad causada por los Henipavirus se realiza principalmente mediante la deteccion del
ARN virico en muestras clinicas o postmortem, y con el aislamiento del virus y la deteccion del antigeno virico en
muestras de tejidos (Daniels et al., 2001). También puede ser Util la deteccidén de anticuerpos especificos,
particularmente en cerdos en los que la infeccidn por el VNi puede pasar desapercibida. La identificacion de
anticuerpos anti-VHe en caballos es menos (til debido a la alta tasa de muerte por la infeccidn en esta especie. Se
han diagnosticado de forma retrospectiva infecciones humanas por el VHe y el VNi mediante serologia. La
deteccion de anticuerpos especificos frente al VHe o al VNi en animales y humanos es de importancia diagnéstica
por tratarse de una infeccién muy infrecuente y por las graves implicaciones zoonéticas que tiene la transmisién
de lainfeccion.

El género henipavirus se esta expandiendo, y recientemente se han identificado nuevos virus. El virus cedar se aislo
de la orina de murciélagos Pteropus de Australia en 2009. Todavia no se sabe si puede pasar a otras especies, y en
tal caso, causar enfermedad (Marsh et al., 2012). Mediante PCR y secuenciacion, se han detectado otros virus de
tipo henipa en estado natural, pero todavia no se han aislado mediante las técnicas clasicas de aislamiento de virus
(Wu et al., 2014). Se han aislado dos virus tipo henipa de musarafias de Corea (Rep. de) (Lee et al., 2021).
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B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagndstico de henipavirus y su propdsito

Propésito
Demostrar
ausenciade - . Determinar el estado
; Demostrar . L. Contribuira . Determinar la R .
Método . infeccién en o Confirmar . inmunitario en
ausenciade X las politicas prevalencia de R
. i animales casos L L. animales o
infeccién en L de P la infeccion - X
L. individuales L clinicos .. . poblaciones tras la
la poblacién erradicacion vigilancia L.
antes de los vacunacion
desplazamientos
Identificacion del agente®
Aislamiento del
. - - - +++ - -
virus
RT-PCRy + + ++ . +
qRT-PCR
IHC - - - ++ - -
IFA - - - ++ - -
Deteccion de respuesta inmunitaria®
ELISA +++ +++ +++ + +++ +++
VN +++ +++ +++ + +++ +++
Pruebas con
. +++ +++ +++ + +++ +++
microesferas

Clave: +++ = método recomendado para este propésito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;
+=método adecuado en muy pocas situaciones; - = no adecuado para este propdsito.
RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa;
IHC = Inmunohistoquimica; IFA = Inmunofluorescencia indirecta; ELISA = enzimoinmunoandlisis;
VN = prueba de la neutralizacioén del virus.
@Se recomienda utilizar una combinacién de métodos de identificacion del agente con la misma muestra clinica
®Los resultados positivos en ELISA y en la prueba de microesferas deben confirmarse con VNT a no ser que la prueba esté
validada para este propésito.

1. Bioseguridad en el laboratorio

El VHe y el VNi son agentes patdgenos peligrosos para el ser humano, causan una tasa de mortalidad alta y frente
aellos no existe vacuna ni tratamiento antivirico efectivo. El transporte de muestras sospechosas a los laboratorios
y todas las manipulaciones de laboratorio que se realicen con cultivos viricos vivos (incluidas las pruebas
serologicas como la neutralizacion del virus (VN) en las que se utilicen virus vivos) o material infectado o que pueda
estarlo, como muestras de tejido o de sangre, debe realizarse a un nivel de bioseguridad y contencion adecuado,
que se establecera en base a un andlisis del riesgo bioldgico (véase el Capitulo 1.1.4 Bioseguridad y bioproteccion:
norma para la gestion del riesgo biolégico en el laboratorio veterinario y en las instalaciones de los animales). La
seguridad de los trabajadores de laboratorio debe garantizarse aplicando una estrategia de gestion del riesgo
bioldgico. Los laboratorios pueden adoptar distintas estrategias de gestion del riesgo biolégico en funcion de si
analizan muestras mediante PCR o intentan propagar agentes. Los métodos moleculares de deteccion del agente
son preferibles como pruebas de primera linea porque acarrean menor riesgo para los trabajadores del laboratorio
que el aislamiento del virus. Los laboratorios que no disponen de instalaciones de contencién adecuadas para la
manipulaciéon de las muestras de casos sospechosos o para el trabajo con virus infecciosos deben utilizar los
servicios de un laboratorio de referencia de la OIE u otros laboratorios especializados.

La propagacién de virus, en concreto, debe realizarse en instalaciones de alta contencion en unas condiciones
estrictas que prevengan la infeccidén accidental del personal de laboratorio. Durante el aislamiento primario del
virus a partir de muestras obtenidas de casos sospechosos, debe tenerse en cuenta y reflejarse en los
procedimientos que si aparece efecto citopatico (ECP) “de tipo paramixovirico” en los cultivos infectados, el Nivel
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de riesgo aumentara. Para que las directrices de bioseguridad sean adecuadas, deberan incluir la necesidad de
trabajar aplicando unas buenas practicas de laboratorio, el Nivel de contencidn, la clase de cabina de bioseguridad
y el equipo de proteccidn personal necesario. Para identificar la cepa y determinar si es un henipavirus, puede
emplearse la RT-PCR o la deteccion por inmunofluorescencia del antigeno henipavirus en células fijadas con
acetona. Para el transporte de cultivos a laboratorios especializados deben observarse las normas de transporte
establecidas en el Capitulo 1.1.3 Transporte de material bioldgico.

2. Deteccion del agente

2.1. Aislamiento y caracterizacion del virus

El aislamiento del virus facilita enormemente los procedimientos de identificacion, pero solo debe
establecerse en lugares en los que se pueda garantizar la seguridad del operario. El aislamiento es
especialmente relevante en cualquier nuevo caso o brote, en concreto en paises 0 zonas geograficas en
las que no se haya documentado previamente la infeccién por el VHe o el VNi. Pueden emplearse
técnicas moleculares de deteccidn que no requieran la propagacion de virus vivo para identificar la
presencia de genomavirico en las muestras. Para que una especie salvaje sea considerada hospedadora
natural de los virus debe dar positivo en pruebas seroldgicas, en PCR o en el aislamiento del virus
después de la captura de estos animales.

211,

2.1.2.

Obtencidén y envio de las muestras

Se ha documentado el tipo de tejidos de los casos naturales o experimentales que pueden
contener el virus (Daniels et al., 2001). En los casos de animales vivos, siempre deben enviarse
hisopos (nasales u orofaringeos) de sangre y suero en EDTA (4cido etilendiaminotetraacético).
La orina, el encéfalo, los pulmones, los rifiones y el bazo también son de utilidad, y pueden
obtenerse si durante la extraccion se observan las medidas de bioseguridad correspondientes.
En los animales gestantes o en los casos de aborto, deben incluirse tejidos de aborto, Utero,
placentay feto segun corresponda. Las muestras deberan transportarse a 4°C si pueden llegar al
laboratorio en un plazo maximo de 48 horas; si el transporte va a durar mas de 48 horas, deberan
enviarse congeladas sobre hielo seco o vapor de nitrégeno (= -78,5°C). Las muestras no deben
guardarse a -20°C.

Las muestras destinadas a las pruebas de diagnéstico se deberan enviar a los laboratorios
correspondientes en recipientes disefiados especialmente para este fin, segun se indica en el
Capitulo 1.1.3.

Aislamiento en cultivos celulares

Las consideraciones de bioseguridad revisten una importancia absoluta durante el aislamiento
del henipavirus, como se destaca en la Secciéon 1 arriba.

El aislamiento del virus tiene la ventaja de que tanto el VHe como el VNi crecen rapidamente en
muchos cultivos celulares hasta alcanzar titulos altos. Se ha observado que las células de rifién
de mono verde africano (Vero CCL181) y de rifidn de conejo (RK-13) son especialmente
susceptibles. EI VHe también se replica en encéfalo de ratén lactante y en huevos de gallina
embrionados, y los laboratorios que utilicen estos sistemas de aislamiento en la investigacion de
infecciones no diagnosticadas deberan tener en cuenta esta posibilidad.

En el laboratorio en que se lleve a cabo el aislamiento del virus, los tejidos deberan manipularse
en condiciones de esterilidad, y se generaran suspensiones al 10% (p/v) triturando los tejidos en
un sistema de homogeneizacioén. Todos los procesos deberan llevarse a cabo en condiciones
adecuadas, que vendran determinadas por una evaluacion del riesgo biolégico. Los tubos
empleados deberan disponer de anillas en O, y un hilo externo. Tras la clarificacion del
homogenado mediante una centrifugacion en un rotor con tapa de seguridad, a 300 gdurante 3-
5 minutos y 4°C, se afiade el sobrenadante a monocapas de células confluentes.

Habitualmente aparece un ECP en 3 dias, pero se recomiendan dos pases de 5 dias antes de
estimar que el intento ha resultado infructuoso. Después de una baja multiplicidad de infeccion,
el ECP se caracteriza por la formacion de sincitios que, después de 24-48 horas, contienen en
torno a 60 o mas nucleos. Los sincitios formados por el VNi en las monocapas celulares Vero son
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2.1.3.

significativamente mayores que los creados por el VHe en el mismo periodo de tiempo. Aunque
la distribucion de nucleos en los sincitios inducidos por el VNi en la etapa temprana de lainfeccion
se parece alainducida por el VHe, con agregacién nuclear en el centro de los sincitios, los nucleos
en los sincitios maduros inducidos por el VNi se distribuyen alrededor de la periferia de la célula
gigante.

Métodos de identificacion
i)  Inmunotincion de células fijadas

La velocidad con la que el VHe y el VNi se replican y los altos Niveles de antigeno virico
generados en las células infectadas hacen de la inmunofluorescencia un método util para
identificar de manera rapida la presencia de Henipavirus, empleando para ello antisuero
anti-VNi o anti-VHe. La reactividad seroldgica cruzada entre el VHe y el VNi implica que un
antisuero policlonal frente a uno de los dos virus o antisueros monoespecificos contra
proteinas individuales de cualquiera de ellos, no permitiran diferenciar entre ambos.

a) Procedimiento analitico

En unas condiciones de laboratorio adecuadas para la gestion de los riesgos biolégicos, las
monocapas de células Vero o RK-13 cultivadas en cubreobjetos o en portas
compartimentalizados se infectan con el virus aislado y se comprueba si las monocapas
presentan sincitios después de un periodo de incubacion de 24-48 horas a 37°C. Se
recomienda que se analice un intervalo de diluciones del virus (no diluido, 1/10, 1/100)
porque los sincitios se observan mas facilmente después de una infeccién a baja
multiplicidad. Una vez que se detectan los sincitios, las células infectadas se fijan mediante
inmersién en un recipiente lleno de acetona o de paraformaldehido. El recipiente se sellay
su superficie se esteriliza antes de trasladarlo a un entorno de laboratorio donde los portas
en los que el virus estd ahora inactivado puedan secarse al aire. El antigeno virico se detecta
utilizando suero anti-VHe o anti-VNi y procedimientos inmunofluorescentes estandar. Un
rasgo caracteristico de los sincitios inducidos por los Henipavirus es la presencia de unas
grandes estructuras poligonales que contienen el antigeno virico que emiten fluorescencia.

i)  Microscopiainmunoelectrénica

Los altos titulos que se generan in vitro en las células por la presencia del VHe y del VNi
permiten su visualizacion en el medio de cultivo mediante microscopia electrénica de
contraste negativo sin necesidad de concentrar por centrifugaciéon. La deteccién de
interacciones virus-anticuerpo mediante microscopia inmunoelectrénica proporciona una
informacion valiosa acerca de la estructuraviricay la reactividad antigénica, incluso durante
el aislamiento primario del virus. Otras técnicas ultraestructurales permiten completar el
examen diagndstico, como el cultivo celular en rejilla (Hanna et al., 2006), en el que las
células se cultivan, se infectan y se visualizan sobre unas rejillas de microscopio electrénico,
y la identificacién de los virus replicandose y los cuerpos de inclusion en cortes finos de
cultivos celulares fijados e incluidos y de tejidos infectados. Se han descrito los detalles de
estastécnicasy su aplicacion aladeteccidny el andlisis del VHe y del VNi (Hyatt et al., 2001).

2.2. Identificacion del virus: diferenciacion entre VHe y VNI

2.2.1.

222,

Inmunotinciéon comparativa

La posterior identificacidén de una cepa de henipavirus como VHe o VNi se realiza mediante una
inmunotincion comparativa, como se describe en este apartado. Es necesario comparar la cepa
con cultivos estandar tanto de VHe como de VNi, y, por lo tanto, todo el trabajo debera
desarrollarse con procedimientos que permitan controlar los riesgos biolégicos. Se titulan los
virus control y problema en placas de células Vero de 96 pocillos y, tras 18-24 horas, los focos de
infeccidn se detectan inmunoldégicamente en células fijadas con acetona empleando antisuero
antivirico. Los titulos viricos se expresan como unidades formadoras de focos (UFF)/ml.

Prueba de lainmunofluorescencia

La cepa virica que reacciona con antisueros anti-VHe y/o anti-VNi en una prueba de
inmunofluorescencia se considera serolégicamente idéntica al VHe o al VNi si muestra la misma
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2.2.3.

sensibilidad a la neutralizacion mediante los antisueros anti-VHe y anti-VNi que los controles
positivos del VHe o el VNi. El antisuero anti-VHe neutraliza al VHe a una dilucién
aproximadamente cuatro veces superior a la que neutraliza al VNi en el mismo grado. Por el
contrario, el antisuero anti-VNi neutraliza al VNi unas cuatro veces mas eficientemente que al
VHe (Chua et al., 2000).

Neutralizacion en placa de microtitulacion

Para este procedimiento es necesario disponer de anti-suero especifico del VHe y del VNi, asi
como de virus adaptados a cultivo celular. Los VHe y VNi de reserva y el henipavirus no
identificado se diluyen, y se afiaden réplicas de cada virus que contengan alrededor de 100 DICTso
en 50 ul a los pocillos problema de una placa de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos.
Los virus se mezclan con un volumen igual de medio minimo esencial de Eagle (EMEM) o con
varias diluciones de antisuero contra el VHe o contra el VNi en EMEM.

Se incuban las mezclas a 37°C durante 45 minutos y se afiaden aproximadamente 2,4 x 10* células
a cada pocillo hasta un volumen final aproximado de 200 ul. Después de 3 dias a 37°C, la lectura de
la prueba se realiza mediante un microscopio invertido y se puntua el grado de ECP observado en
cada pocillo. Los que contengan solo células o células y antisuero no mostraran ECP. Por el
contrario, los pocillos que contengan células y virus mostraran sincitios y destruccién celular. Un
pocillo positivo es aquél donde todas o una parte de las células de la monocapa forman grandes
sincitios tipicos de la infeccion por Henipavirus.

3. Meétodos moleculares - deteccidn de acido nucleico

Se han secuenciado los genomas completos tanto del VHe como del VNi, y a medida que se dispone de mas cepas,
se depositan sus secuencias en Genbank. Para detectar el virus a menudo se emplea PCR, puesto que esta técnica
tiene la ventaja, respecto a la bioseguridad, de no propagar el virus infeccioso vivo, y se ha validado en varios
laboratorios. También es muy sensible y especifica. Las muestras obtenidas para la PCR deben inactivarse como
parte del procedimiento de extraccion de ARN antes de realizar otras manipulaciones (PCR o secuenciacion). En el
Laboratorio de Referencia de la OIE se puede pedir consejo sobre estos procedimientos’.

3.1

Reaccidén en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real

Para la deteccién primaria de henipavirus, se utiliza RT-PCR en tiempo real (véase la Tabla 2). Hay gran
variedad de procedimientos y cebadores publicados, como el ensayo con el gen M del VHe-g2, que es
ampliamente reactivo y detecta VHe-g1y VHe-g2 (Wang et al., 2021), mientras que el ensayo con el gen
M de VHe-g1 es especifico de Hendra-g1 (Smith et al., 2001). El ensayo con el gen P de VHeP detecta
tanto Hendra como Nipah (Feldman et al., 2009).

Tabla 2. RT-PCR en tiempo real para la deteccion del VHe y del VNi

Marcador de la
Ensayo Oligo Nombre Secuencia del cebador (5°-3’
y 9 ( ) sonda (5’-3)
Directo VHe M 5755F CTT-CGA-CAA-AGA-CGG-AAC-CAA
Gen M de VHe-g1
(Smith et al,, 2001) Inverso VHe M 5823R CCA-GCT-CGT-CGG-ACA-AAA-TT
Sonda VHe M 5778P TGG-CAT-CTT-TCA-TGC-TCC-ATC-TCG-G FAM-TAMRA
Directo VHe-g2-M-F CTG-ATC-TAC-GTT-ACG-GCA-AAC-CTT
Gen M* de VHe-g2
(Wang et al, 2021) Inverso VHe-g2-M-R GG-CCC-GCT-TCA-CCA-TCT-CTT-AC
Sonda VHe-g2-M-P CAG-CAT-TGA-ATA-TTG-ACC-CGC-CAG-TCA FAM-BHQ1
Directo VHe-g2-N-F TGC-GAC-AGA-TCC-CAG-TAG-TAT-TAA-AT

1

Puede consultarse la direccién en la lista de los Laboratorios de Referencia: https://www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-
de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3
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. . s oy Marcador de la
Ensayo Oligo Nombre Secuencia del cebador (5-3") sonda (5-3)
Inverso VHe-g2-N-R GGC-AGC-TTA-TTC-GGC-AAA-AG
Gen N de VHe-g2
(Wang et al., 2021) Sonda VHe-g2-N-P CTC-TGG-TGA-CGG-@rﬁ_%-ACA-AAT-GCA-AAT- FAM-BHQT
Directo VHe_P_2698F ACA-TAC-AAC-TGG-ACC-CAR-TGG-TT
Gen P** de VHe
(Feldman et al., Inverso VHe_P_2794R CAC-CCT-CTC-TCA-GGG-CTT-GA
2009)
Sonda VHe_P_2721P ACA-GAC-GTT-GTA-TAC-CAT-G FAM-MGBNFQ
Directo VHe N119F GAT-ATI-TTT-GAM-GAG-GCG-GCT-AGT-T
Gen N*** de VHe
(Feldman et al., Inverso VHe N260R CCC-ATC-TCA-GTT-CTG-GGC-TAT-TAG
2009)
Sonda VHe N198-220P CTA-CTT-TGA-CTA-CTA-AGA-TAA-GA FAM-MGBNFQ
Directo VNi_L_11908F GGT-ATG-ART-GTT-TTT-TGT-TTT-GGT-TTA-C
Gen L**** de VNi
(Wang no Inverso VNi_L_11962R CGG-CTT-TTG-YGA-ATT-CTT-GA
publicado)
Sonda VNi_L_11937P ATC-AAA-ACA-GAG-ATG-CGA-GC FAM-MGBNFQ

*El ensayo del gen M del VHe-g2 es ampliamente reactive y detecta VHe-g1y VHe-g2.
**E| ensayo del gen P del VHe detecta VHe-g1y VHe-g2, ademas de VNI, pero con una sensibilidada
ligeramente inferior para VHe-g2.
***E| ensayo del gen N de VHe detecta VHe-g1. Hay algunos fallos con VHe-g2, pero esta dificultad
se supera cuando la carga virica es alta.

****E| ensayo del gen L de VNi detecta ambas cepas de VNi, es decir, VNi-M y VNi-B.

3.2. RT-PCR convencional y método de secuenciaciéon de Sanger

Parala deteccion del VHe también pueden utilizarse dos PCR convencionales semi-anidadas, que tienen
por objetivo los genes M y P. Estas dos pruebas se utilizan de manera complementaria para confirmar
los resultados de los ensayos en tiempo real cuando estos dan resultados inusuales o atipicos. También
se utilizan para caracterizar los VHe detectados cuando se ha empleado una secuenciacion de Sanger
(di-deoxi), con los mismos cebadores (véase la Tabla 3).

Tabla 3. Cebadores utilizados para la PCR convencional y la secuenciacion del VHe

Diana Prueba | Tipo Nombre Secuencia del cebador (5°-3) Producto de la PCR
Directo VHe M 5481F GCC-CGC-TTC-ATC-ATC-TCT-T
PCR 300 pb
* . .
S‘:I”V'\ge primaria Inverso VHe M 5781R1 CCA-CTT-TGG-TTC-CGT-CTT-TG
(Wang et PCR Directo VHe M 5481F GCC-CGC-TTC-ATC-ATC-TCT-T
al., 2021) semi- 211pb
anidada Inverso VHe M5691R2 | TGG-CAT-CTT-TCA-TGC-TCC-ATC-TCG-G
Directo VHe P 4464F1 CAG-GAG-GTG-GCC-AAT-ACA-GT
PCR 335pb
primaria Inverso VHe P 4798R GAC-TTG-GCA-CAA-CCC-AGA-TT
Gen P del
VHe PCR Directo VHe P 4594F2 TCA-ACC-ATT-CAT-AAA-CCG-TCA-G
semi- 205 pb
anidada Inverso VHe P 4798R GAC-TTG-GCA-CAA-CCC-AGA-TT

*La PCR convencional semianidada para el gen M de VHe detecta tanto VHe-g1 como VHe-g2. La PCR convencional
semianidada para el gen P de VHe también detecta VHe-g1y VHe-g2, pero con una sensibilidad para VHe-g2 mucho mas baja.
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3.2.1. Condiciones de la RT-PCR para la deteccién del VHe

i)

ii)

RT-PCR primaria
1% 48°C durante 30 minutos, 94°C durante 2 minutos
40x  95°C durante 30 segundos, 53°C durante 30 segundos, 68°C durante 45 segundos

1x 68°C durante 7 minutos

PCR semianidada

1x 95°C durante 5 minutos

30x  95°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 45 segundos
1x 72°C durante 7 minutos

Se ha descrito una serie de PCR convencionales para el VNi, la mayoria de las cuales se
dirigen al gen N. Para mas detalles, véase Wacharapluesadee y Hemachudha (2007).

Feldman et al., 2009, han descrito una PCR semianidada dirigida al gen L, que se muestraa
continuacion. Este ensayo detecta VNi-M y VNi-B, y también detectara el VHe.

Tabla 4. Cebadores utilizados para la PCR convencional y la secuenciacion

de ambas cepas del VNi (Feldman et al., 2009)

GenLde
VNi

Directo LFWD1 TGAGYATGT ATATGA AAG ATAAAGC
RT-PCR
. . 364 bp
primaria
Inverso LREV TCATCYTTAACCATCCCGTTCTC
Directo LFWD2 ACCGARCCAAGATTGGT
PCR
L 266 bp
semianidada
Inverso LREV TCATCYTTAACCATCCCGTTCTC

3.2.2. Condiciones de la RT-PCR para la deteccién del VNi-L

i)

ii)

RT-PCR primaria

1x 48°C durante 30 minutos

1x 95°C durante 15 minutos

30x  94°C durante 30 segundos, 42°C durante 30 segundos, 68°C durante 1 minuto

1x 68°C durante 5 minutos

PCR semianidada
1% 95°C durante 15 minutos
30x  94°C durante 30 segundos, 46°C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos

1x 72°C durante 5 minutos

Los laboratorios que deseen establecer métodos de deteccién moleculares deberan seguir los
protocolos publicados o consultar el Laboratorio de Referencia de la OIE.

3.3. Deteccion del antigeno henipavirus en tejido fijado - inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una potente herramienta que permite visualizar el antigeno virico dentro de
las células y las estructuras tisulares. El antigeno virico de la nucleoproteina suele situarse dentro de
particulas de tamario y forma variable, en el interior del citoplasma. Dada la influencia que tiene la
morfologia en la interpretacion, puede evaluarse la especificidad de la sefial de color. Esta prueba se
lleva a cabo en tejidos fijados en formalina, lo cual permite que el procedimiento se lleve a cabo de forma
segura sin tener sin necesidad de aplicar condiciones de contencion de microbiologia.
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El antigeno de henipavirus se replica en gran variedad de tipos celulares, como el endotelio, el musculo
liso vascular, el parénquima pulmonar, los glomérulos renales, los cuerpos celulares de las neuronas, los
tejidos linfoides o el tejido conjuntivo (Hooper et al, 2001; Marsh et al., 2011). Este antigeno es
especialmente denso en los sincitios y en los macrofagos del interior de las lesiones. Por lo tanto, los
tejidos adecuados para el diagnéstico de la infeccion por henipavirus son los pulmones, el encéfalo, los
ganglios linfaticos, el bazo y los rifiones. En ausencia de estos tejidos, merece la pena examinar cualquier
otro tejido, puesto que ocasionalmente puede hallarse antigeno en cualquier punto del lecho vascular.
A no ser que se disponga de indumentaria de proteccion y se implementen protocolos adecuados de
desinfeccion, es mas seguro obtener solo muestras de tejido mediante la técnica del “ojo de cerradura”
a partir de casos sospechosos. El tejido pulmonar y el de los ganglios linfaticos submandibulares son
buenos candidatos a este tipo de muestreo.

Los antisueros policlonales generados en conejo contrala nucleoproteina de henipavirus recombinantes
son muy fiables como anticuerpos primarios para el diagnoéstico mediante inmunohistoquimica. La
deteccion de fosfoproteina como antigeno también resulta adecuada a efectos del diagndstico, aunque
esta tiende a expresarse menos que la nucleoproteina. También pueden utilizarse otros sistemas
comerciales secundarios de deteccién. El siguiente es un ejemplo de un procedimiento de
inmunohistoquimica en el que se emplea un sistema de inmunoperoxidasa y cromagen AEC. Pueden
emplearse otros métodos, que presentaran ligeras variaciones en funcién de las enzimas y de los
cromagenes.

3.3.1. Procedimiento analitico

i) Se procesan los tejidos fijados segun los procedimientos histoldgicos habituales en bloques
de parafina, y se realizan cortes sobre portaobjetos. Se corta el control positivo y el negativo,
segun corresponda.

ii) Se desparafinan los portas mediante inmersiéon en tres bafios de xileno consecutivos,
3 minutos en cada uno. Se hidratan los cortes mediante dos cambios de etanol al 98-100%,
un cambio de etanol al 70% y agua de grifo para eliminar el alcohol residual.

iii)  Elantigeno se puede recuperar calentando en un tampoén citrato (pH 9) durante 20 minutos
a 97°C, o con digestion mediante proteinasa durante 5 minutos.

iv) Llegado este punto, y entre un pasoy el siguiente a partir del paso vii, se lavan los portas en
tampoén TRIS (pH 7,6) varias veces.

v)  Enestafase, se bloquea el compuesto enddgeno. Ello dependera del sistema de deteccion
empleado; por ejemplo, si se utiliza un sistema de inmunoperoxidasa, la peroxidasa
enddgena tendra que bloquearse con H202 acuoso al 3% durante 10 minutos.

vi) Se afiade el anticuerpo primario, a una dilucién previamente caracterizada, durante
45 minutos.

vii) Se afiade el conjugado de anticuerpo secundario. Existen muchos sistemas: el mas sencillo
y robusto consiste en un solo paso. Para utilizarlo correctamente, consultense las
instrucciones del fabricante del producto.

viii) Se afiaden el cromagen (por ejemplo, 3-amino-9-etilcarbazol (AEC), o 3,3 diamino-
benzidina (DAB) durante 10 minutos. Para utilizarlo correctamente, consultense las
instrucciones del producto.

ix) Selava en agua destilada para detener la aparicién de color.

x)  Seaplicaunatincién de contraste en hematoxilina durante 30 segundos a 3 minutos (segun
el tipo de tincion).

xi) Se enjuaga en agua de grifo. Se afiade la solucién de Scott (bicarbonato de sodio 0,04 M,
sulfate de magnesio 0,3 M) durante 1 minuto y se lava bien en agua de grifo.

xii) Se monta con un cubreobjetos empleando medio de montaje acuoso.
xiii) El antigeno virico se puede visualizar porque se tifie de marrén/rojo, aunque el color
dependera del cromagen que se haya utilizado.

Los métodos analiticos anteriores deben considerarse solo orientativos; cada parametro de la prueba tendra que
optimizarse para el laboratorio en cuestion, ya que variaran segun las condiciones especificas de cada laboratorio.

10 Manual Terrestre de la OIE 2022



Capitulo 3.1.15. - Enfermedades viricas de Nipah y Hendra

4. Pruebas seroldgicas

Enlos laboratorios donde se realizan las pruebas seroldgicas, en concreto en situaciones de brote, se han adoptado
diversas estrategias para reducir el riesgo de exposicion del personal de laboratorio al VHe y al VNi. Los sueros
recibidos de un brote de sospecha de la enfermedad o de una regién endémica deben irradiarse con rayos gamma
(6 kilograys) o diluirse a1/5 en solucién salinatamponada con fosfato (PBS) que contenga polisorbato 20 y etoxilato
de octilfenol al 0,5%, e inactivarse por calor a 56°C durante 30 minutos antes de la prueba. El procedimiento
utilizado se fundamentara en una evaluacion de riesgos. Puede considerarse que las muestras utilizadas en las
pruebas de vigilanciay las de certificacion de los desplazamientos de animales entrafian un menor peligro biolégico
que las pruebas que se utilizan para investigar la enfermedad durante un brote. En algunas circunstancias, puede
adaptarse la inactivacion por calentamiento como medida suficiente de precaucién. Sin embargo, es preferible
utilizar un enfoque estandarizado para todas las muestras durante la ejecucién de una prueba a mantener varios
meétodos analiticos.

En Australia, la introduccion de la vacunacion equina contra el virus Hendra ha influido en los posibles objetivos
analiticos de las pruebas de deteccién de los anticuerpos contra la proteina G. Estas pruebas pueden utilizarse para
detectar las respuestas inmunitarias a la vacunacion, de tal forma que, si se ha utilizado la vacuna, la deteccién de
anticuerpos ya no indica necesariamente una infeccion previa. Al interpretar los resultados de las pruebas
seroldgicas debe tenerse en cuenta la posibilidad de que los animales hayan sido vacunados.

4.1. Pruebas de neutralizacion del virus

La prueba de neutralizacién virica (VN) se acepta como método de referencia. La mas utilizada es la
prueba en placas de microtitulacion, que debe realizarse en condiciones adecuadas de gestion del
riesgo bioldgico. Los sueros problema se incuban con VHe o el VNi en las placas de microtitulacién de
96 pocillos antes de afiadir las células Vero. Estos sueros se analizan empezando con una dilucion a 1/2
aunque esto puede acarrear problemas de citotoxicidad inducida por el suero. En el caso de muestras
de baja calidad o volumenes pequefios de muestra, como puede ser el caso de sueros de zorro volador
o de murciélago carnivoro, puede utilizarse una dilucion inicial al 1/5. Los cultivos se leen a los 3 dias y
aquellos sueros que bloqueen completamente el desarrollo del ECP se designaran como positivos para
los anticuerpos. En el caso de problemas de citotoxicidad, el inmunoanalisis en placas (Crameri et al.,
2002) tendria una ventaja, porque las mezclas virus/suero se extraen de las monocapas de células Vero
después del periodo de adherencia, de modo que se reduce su toxicidad. Los resultados de la VN se
consideran positivos si se observa neutralizacién del virus en cualquiera de las diluciones que se utilizan
en la prueba. Si se encuentran anticuerpos neutralizantes tanto para el VHe como para el VNi, el titulo
>al cuadruple se considera el positivo, y si los titulos difirieran en menos del cuadruple el suero se
consideraria positivo para un henipavirus inespecifico. Para el caso de los laboratorios que no disponen
de instalaciones de bioseguridad adecuadas, se ha descrito una prueba de neutralizacién en la que se
emplea un virus de la estomatitis vesicular pseudotipificado que expresa una proteina mediante
fluorescencia verde (Kaku et al., 2009).

4.2. Enzimoinmunoanalisis

Los antigenos de los Henipavirus obtenidos en cultivos de tejidos para las pruebas de
enzimoinmunoandlisis (ELISA) se irradian con 6 kilograys antes de su uso, un tratamiento que tiene un
efecto insignificante sobre el titulo antigénico. En el ELISA indirecto desarrollado en respuesta al brote
inicial de Hendra de 1994, se obtuvo antigeno a partir de células infectadas por el VHe sometidas a varios
ciclos de congelacion y descongelacion y tratamiento con dodecilsulfato sédico al 0,1% (p/v). Ahora, una
forma soluble recombinante expresada de proteina G de virus Hendra (Bossart et al., 2005) es el
antigeno de eleccién y su uso ha permitido la mejora de inmunoensayos de deteccion del virus Hendra,
incluido el desarrollo de un ELISA de bloqueo para multiples especies (caballos, gatos y perros) (Di
Rubbo et al., 2019). Recientemente se ha descrito un ELISA de captura de anticuerpos IgM (MAC) para
la deteccion de anticuerpos IgM contra el VHe para su uso en caballos (McNabb et al., 2021). EI ELISA
MAC de IgM del VHe esta destinado a complementar los resultados de otras pruebas moleculares y
serolégicas, con un uso selectivo, y es la Unica prueba seroldgica que puede proporcionar unaindicacién
de infeccidn reciente.

En el programa nacional de vigilancia porcina de Malasia de 1999 se empled un formato de ELISA
indirecto similar en el que el antigeno procedia de células infectadas por el VNi tratadas con un
detergente no ionico. Posteriormente, para controlar los Niveles altos de actividad de union inespecifica
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en algunos antisueros porcinos, se desarrollé un ELISA modificado basado en la reactividad relativa de
sueros con el antigeno del VNi y un antigeno control derivado de células Vero no infectadas. Para el VN,
también se ha descrito (Yu et al., 2006) un ELISA en el que se utiliza antigeno recombinante de la
nucleocapsida, y que esta configurado para la deteccién de laIgG o la IgM.

El enfoque actual es analizar mediante VN todos los sueros que den positivo en el ELISA, siendo
considerados positivos los sueros que también den positivo en la VN. La confirmacion mediante la VN
debe hacerse en unas condiciones en que los riesgos de trabajar con el virus vivo se puedan controlar
adecuadamente, lo que puede implicar el envio de las muestras a un laboratorio reconocido a nivel
internacional, que cuente con procedimientos normalizados para este tipo de trabajo.

El procedimiento ELISA para el VNi que se indica a continuacion se ha desarrollado en el Laboratorio de
Salud Animal de Australia (AAHL) para sueros porcinos y se ha estandarizado después de los estudios
realizados en colaboracion con el Instituto de Investigacion Veterinaria de Ipoh, Malasia.

4.21. Método de I-ELISA (indirecto) para sG de virus Hendra con suero de caballo- procedimiento
analitico

Se ha utilizado una forma soluble expresada recombinante de la proteina G de Hendra (Bossart
et al., 2005) en el ensayo de eleccion. El ELISA indirecto para la proteina G soluble de Hendra
eliminé casi todos los falsos positivos del ELISA indirecto para el VHe utilizado anteriormente,
que utilizaba una preparacion virica cruda de SDS (dodecil sulfato de sodio), con una sensibilidad
relativa marginalmente baja (Colling et al., 2018). La solidez del ensayo se evalué en paneles de
pruebas interlaboratorio y de competencia (Colling et al., 2018). Este ensayo se considera
adecuado para la vigilancia seroldgica y el transporte internacional de caballos cuando se utiliza
la neutralizacion del virus para las pruebas de seguimiento de las muestras de suero positivas o
no concluyentes.

i)  Método del I-ELISA

a) Serecubre una placa de ELISA dura de fondo plano de microtitulacién de 96 pocillos
con proteina recombinante sG de VHe diluida a 1/3000 en tampon de recubrimiento
PBS A (50 ul/pocillo, equivalente a una concentracion de recubrimiento de 0.23 ug por
ml) durante 1hora a 37°C en un agitador de placas.

b) Se procede al paso c o se sellala placa con cinta adhesivay se conserva a 4°C (no mas
de unanoche).

c) Se bloquea la placa afiadiendo 50 ul/pocillo de tampdn de bloqueo (leche desnatada
en polvo [LDP] en PBS A) (en este paso no se enjuaga).

d) Seincuba durante 30-60 minutos mas a 37°C en un agitador de placas.

e) Se enjuaga la placa 4x con PBS que contenga polisorbato 20 al 0,05% (PBST)
empleando un enjuagador de placas.

f)  Se diluyen los sueros problemay los controles a 1/100 en diluyente de ELISA (LDP al
1% en PBST) y se afiaden 50 ul/pocillo. Nota: se diluyen las muestras a 1/20 si se han
tratado con etoxilato de octilfenol/polisorbato 20.

g) Seincuban durante 1horaa 37°C en un agitador de placas, y se cubren con sellador de
placas.

h)  Se enjuaga la placa 4x con PBST utilizando un enjuagador de placas.

i) Se afiaden anticuerpos equinos conjugados a peroxidasa de rabano diluidos a 1/5000
en diluyente de ELISA (LDP al 1% en PBST).

j) Se incuban durante 30 minutos a 37°C en un agitador de placas, y se cubren con
sellador de placas.

k)  Selavan las placas 4x con PBST utilizando enjuagador de placas

I)  Seafiaden 50 pl/pocillo de cromégeno TMB (tetrametilbencidina)/sustrato y se incuba
atemperatura ambiente durante 7-10 minutos.

m) Se detiene la reaccion con 50 pl/pocillo de HaSO41M.

12
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n)

Se lee la densidad éptica a 450 nm en un lector de placas.

Transformacién de los datos: Se calculan los valores medios de DO para los resultados de
la muestra problema y del control. La media de DO para el suero control negativo, DO C(-)
se resta de todos los valores medios de DO. Estos se convierten en una relacion
sefial/positivo (S/P) del suero medio de baja positividad (C+).

S/P = (DOproblema — DOnrs)/(media de DOL_pos — DOnwis)

ii)  Criterios de aceptacién

La prueba es valida si se cumplen todos los criterios siguientes

DO C(+) - DO C(-) 0,30a1,0
DO C(-) <0,25
S/P C(++) 14a24

iii) Interpretacion de los resultados

Las muestras con S/P inferior a 0,25 son negativas.

Las muestras con S/P entre 0,25 y 0,4 se consideran inconcluyentes y se necesita una VN
para aclarar el resultado. Las muestras con S/P > 0,4 se consideran positivas y se necesita
una VN para confirmar este resultado.

Una limitacion de este ensayo es que no distingue entre los anticuerpos debidos a la infeccion
natural y los debidos a la vacunacién (debido a que la G soluble esta presente en la actual vacuna
contra el virus Hendra). Cualquier resultado positivo debe interpretarse en el contexto del
historial de vacunacion del caballo. Ademas, este ensayo sdlo puede utilizarse con suero de
caballo debido a que en el ELISA s utilizan anticuerpos equinos conjugados a peroxidasa de

rabano.

4.2.2. Método del ELISA de bloqueo (B-ELISA) para virus Hendra

Se ha validado un ELISA de bloqueo para el virus Hendra para su uso con sueros equinos, felinos
y caninos Di Rubbo et al., 2019).

i)  Método del B-ELISA

a)

b)

c)

d)

e)

f)

9)

Se realiza un pretratamiento de sueros con etoxilato de octilfenol/polisorbato
20 (dilucién a 1/5 en PBS que contenga etoxilato de octilfenol al 0,5% [v/v] y
polisorbato 20 al 0,5% [v/v]).

Se recubren placas de ELISA duras de fondo plano de microtitulaciéon de 96 pocillos
con 50 ul/pocillo de antigeno G soluble del virus Hendra en PBS, equivalente a 4,4 ng.
Se incuban a 37°C durante 1hora en agitador de placas.

se bloguean las placas afiadiendo 50 ul de diluyente de ELISA (tampdn de bloqueo 1x)
directamente a los pocillos sin lavar la placa. Se pone la placa en el agitador de placas
durante 30 minutos a 37°C.

Se lavan las placas 3 x con PBST.

Se diluye el suero (30 ul de suero + 120 ul de tampon de bloqueo) y se afiaden 50 ul por
pocillo. Si se utilizan muestras tratadas con etoxilato de octilfenol/polisorbato 20, se
afiaden 50 ul directamente a los pocillos. Se pone en un agitador de placas durante
1horaa 37°C.

Se afiade anticuerpo monoclonal (MAb) 1.2 diluido en tampdn de bloqueo a razén de
50 ul por pocillo. No se afiade MAb a los pocillos blanco. Se pone en agitador de placas
durante 1horaa 37°C.

Se lavan las placas 3 x con PBST.
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ii)

h)  Seafiade conjugado diluido (anticuerpos murinos conjugados a peroxidasa de rabano)
en tampodn de bloqueo a razén de 50 ul por pocillo.

i)  Selavan las placas 3 x con PBST.
j) Se afiaden 50 pl de cromoégeno TMB/sustrato. Aparece color en 7-10 minutos.
k)  Se afiaden 50 pl de solucién de parada (acido sulfurico 1M) a los pocillos.

1) Se lee con un lector de placas a 450 nm en un plazo maximo de 5 minutos tras la
parada.

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion (Pl) respecto a la DO media de
los sueros control negativos:

PI'={100 x (1- [DO problemawmepia /DO CONTROL NEGwmepial)}

Interpretacion de los resultados

Si el Pl del MAb1.2 es inferior al 33%, el resultado de la prueba es negativo. Si el Pl es mayor
o igual al 33%, el resultado de la prueba es positivo. Los resultados positivos deben ser
confirmados con VN. Los resultados negativos se notifican sin necesidad de realizar mas
pruebas.

Este ELISA de Hendra B tampoco distingue entre los anticuerpos debidos a la infeccién
natural y los debidos a la vacunacion (debido a que la G soluble esta presente en la actual
vacuna contra el virus de Hendra utilizada en los caballos). Cualquier resultado positivo
debe interpretarse en el contexto del historial de vacunacion del animal.

El siguiente procedimiento de ELISA para el VNi ha sido desarrollado en el Australian Centre for Disease
Preparedness (ACDP) para sueros porcinos y estandarizado tras estudios de colaboracion en el
Veterinary Research Institute de Ipoh, Malasia. Se han publicado otros protocolos ELISA para el
diagnéstico de henipavirus en cerdos.

4.2.3. ELISA indirecto para virus Nipah (NiV I-ELISA) para uso con suero porcino

En el Laboratorio de Referencia de la OIE se dispone de la metodologia detallada para la
produccidén y/o suministro de los antigenos de VNi irradiado y células Vero no infectadas.

i)

Preparacion de los sueros problema

a) Las muestras de sangre deben prepararse, antes de la centrifugacion, en una cabina
de seguridad biolégica de clase Il, con equipo de proteccion personal adecuado, o en
una cabina de clase lIl.

b) Sediluye a1/5 el suero problema en PBS que contenga etoxilato de octilfenol al 0,5%
(v/v) y polisorbato 20 al 0,5% (v/v) en los pocillos de una placa de microtitulacién de
96 pocillos. Se sella la placa de microtitulacion. El personal de laboratorio debe usar
batas y guantes y rociarse ambas manos, al igual que la placa de microtitulacién
sellada, con un desinfectante adecuado antes de extraer la placa de microtitulacién de
la cabina de bioseguridad para calentarla a 56°C durante 30 minutos.

c) Semezclan 22,5 ul del suero inactivado por calor con un volumen igual de antigeno de
células Vero no infectadas diluido a 1/100 en PBS. Se mezcla a fondo y se incuba a 18-
22°C durante 30 minutos.

d) Seafiaden 405 ul de solucion de bloqueo (PBS que contenga un 5% de suero de pollo
y un 5% de leche desnatada en polvo -LDP-al 5%) hasta alcanzar una dilucion final del
suero al 1/100 y se incuba a 18-22°C durante 30 minutos. Se afiaden alicuotas de 100
ul a dos pocillos que contengan el antigeno del VNi y a dos pocillos que contengan el
antigeno control, células Vero no infectadas, como se describe en el paso ii) Método
de ELISA, abajo.

14
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i)  Método de ELISA

a) Sediluyen las células Vero control y los antigenos del VNi en PBS para asegurar que
los pocillos control y de antigeno virico se cubren paralelamente y con una
concentracion similar de proteina. Normalmente el antigeno se diluye desde 1/1.000 a
1/4.000 pero debe determinarse un factor de dilucién especifico para cada lote de
antigeno. Se afiaden 50 ul de antigeno virico y antigeno celular control a los pocillos de
una placa de microtitulacién de 96 pocillos, como se indica seguidamente: antigeno
virico en las columnas 1, 3, 5,7, 9 y 11y antigeno celular control en las columnas 2, 4, 6,
810 y 12. Se incuba a 37°C durante 1 hora con agitacion. También se pueden incubar
las placas durante toda la noche a 4°C.

b) Se lavan las placas ELISA tres veces con PBS que contenga polisorbato 20 al 0,5%
(PBST) (250 ul/pocillo) y se blogquean con PBS que contenga un 5% de suero de pollo
y un 5% de LDP (100 pl/pocillo) durante 30 minutos a 37°C en un agitador.

c) Selavan las placas tres veces con PBST y se afiaden 100 pl de los sueros absorbidos
inactivados procedentes de la etapa i) Preparacién de sueros problema, arriba, a cada
pocillo. Se afiaden 100 ul de PBS que contenga un 5% de suero de polloy un 5% de LDP
a los pocillos del conjugado y del sustrato control. Se incuban las placas sin agitacién
durante 1horaa 37°Cy se lavan tres veces con PBST.

d) Sediluye el conjugado de proteina A/G-peroxidasa de rabano en PBST que contenga
leche desnatada en polvo al 1% (p/v). El factor de dilucion es aproximadamente de
1/50.000. Después de mezclar bien, se afiaden 100 ul de proteina A-conjugado atodos
los pocillos a excepcion de los del sustrato control. Se afiaden 100 ul de PBST que
contenga un 1% de LDP a los pocillos de sustrato control. Se incuban las placas durante
1horaa 37°C sin agitacién y se lavan cuatro veces con PBST

e) Se preparael cromoégeno/sustrato (3,3’,5,5-tetrametilbenzidina; TMB) disolviendo un
comprimido (1 mg) en 10 ml de tampén citrato fosfato 0,05 M, pH 5,0 y se afiaden 2 pl
de H202 al 30% (v/v) fresco. Se afiaden 100 ul del sustrato TMB a cada pocillo. Se
incuban durante 10 minutos a 18-22°C y se para la prueba mediante la adicion a cada
pocillo de 100 ul de acido sulfurico 1 M.

f) Se leen las placas tras realizar una lectura de un blanco que consistira en un pocillo de
sustrato control. Se utilizan las densidades 6pticas (OD) a 450 nm del pocillo con el
antigeno del VNi y del pocillo con el antigeno control de las células Vero para calcular
una ratio OD para cada suero (OD del antigeno del VNi/OD del antigeno control Vero).

iii) Interpretacion de los resultados

Las muestras con valores de DO para el antigeno VNi inferiores a 0,20 son negativas,
mientras que aquellas que den valores de DO para el antigeno VNi superiores a 0,20 se
evaluaran mediante el cociente entre la DO para el antigeno y la DO para el control, del
siguiente modo:

a) uncociente de DO >2,0 se considerara positivo

b) uncociente de DO de entre 2,0 y 2,2 deberan considerarse inconcluyente

Los sueros inconcluyentes y los positivos deberan analizarse mediante neutralizacién virica
para confirmar o aclarar un resultado.

4.3. Pruebas con microesferas

Una ventaja del uso de ensayos basados en microesferas es que el suero puede ser analizado para los
anticuerpos del virus Hendra y Nipah en el mismo pocillo usando un experimento en lugar de multiples
pruebas (ELISA y NV) como validaron McNabb et al. (2014). Los siguientes métodos, validados, son
ejemplos de este tipo de pruebas.

Se han desarrollado dos pruebas seroldgicas con microesferas multiplexadas empleando la tecnologia
de las microesferas magnéticas que permiten la identificacion de anticuerpos contra el VHe y el VNi en
un solo ensayo (McNabb et al., 2014). Ambas pruebas miden los anticuerpos contra la glucoproteina
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soluble recombinante expresada (sG) del VHe y del VNi. Una mide los anticuerpos que se unen
directamente a la sG (prueba de unién) y la otra mide la capacidad que tienen los anticuerpos de
bloguear el receptor del henipavirus EphrinB2 mediante unién a la sG (prueba de bloqueo). En primer
lugar, las proteinas recombinantes de la sG del VHe o del VNi se unen a microesferas magnéticas
identificables individualmente. A continuacion, las microesferas con la proteina unida se mezclan con
los sueros problema. En el caso de la prueba de unidn, a continuacién, los sueros con proteina unida se
someten a analisis empleando un conjugado secundario de proteina A/G biotinilada y Estreptavidina-
ficoeritrina (S-PE). En el caso de la prueba de bloqueo, los sueros deben competir con el ephrinb2
biotinilado para la unién a la sG, y también en este caso se utiliza S-PE para cuantificar la reaccién. A
continuacion, las microesferas se examinan mediante laser en un sistema de inmunoensayo multiple con
microesferas y los resultados se registran como la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) de
100 microesferas. De forma similar a lo que ocurre con el ELISA, los sueros que se sospeche que son
negativos deberan analizarse mediante VN.

4.3.1. Procedimiento de union a las microesferas
i) Activacion de las microesferas

a) Se deja atemperar el tampdn de activacion de las microesferas (NaH2POs 0,1 M,
pH 6,2) a temperatura ambiente antes de utilizarlo.

NOTA: Las microesferas deben protegerse de la luz porque se las destifie (los tubos
deben cubrirse con papel de aluminio siempre que sea posible).

b) Seescogenmicroesferas carboxiladas magnéticas (que se suministran arazén de 1,25
x 107 microesferas/ml) para la reaccion de unidn a proteina del virus en cuestion (VHe
o VNi). Se someten a vértex durante 30 segundos a velocidad media, y a continuacion
se sonican con una sonicacién en bafio durante ~30-60 segundos. Es importante
resuspender por completo las microesferas en forma de particulas monodispersas
individuales.

c) Se transfieren 300ul de microesferas carboxiladas magnéticas (3,75 x
108 microesferas) a microtubos con tapon de rosca de 2 ml. Se situan los tubos en un
separador magnético y se deja que tenga lugar la separaciéon durante 30-
60 segundos. Con los tubos aun situados en el separador magnético, se retira el
sobrenadante con una pipeta, con cuidado de no perturbar el precipitado de
microesferas.

d) Se lavan las microesferas afiadiendo 300 ul de PBS-T a los tubos y sometiéndolos al
vortex. Se situan los tubos en un separador magnético y se deja que tenga lugar la
separacion durante 30-60 segundos. Con los tubos aun situados en el separador
magnético, se retira el sobrenadante con una pipeta, con cuidado de no perturbar el
precipitado de microesferas. Se repite la operacion.

e) Se afiaden 600 ul de tampodn de activacién de las microesferas a los tubos, y se
someten a vortex. Se situan los tubos en un separador magnético y se deja que tenga
lugar la separacion durante 30-60 segundos. Con los tubos aun situados en el
separador magnético, se retira el sobrenadante con una pipeta, con cuidado de no
perturbar el precipitado de microesferas. Se repite la operacion

f)  Se afiaden 240 ul de tampon de activacion de las microesferas a los tubos, se cubren
con papel de aluminio y se agitan durante 3 minutos.

g) Preparar los reticulantes (1-etil-3-[3-dimetilamino-propil] carbodiimida [EDC] = un
reticulante de longitud cero reactivo a los carboxilos y aminas, y S-NHS = sulfo-N-
hidroxisulfosuccinimida) en tampén de activacion de microesferas inmediatamente
antes de su uso a una concentracion de 50 mg/ml (20 ul tampon/mg de polvo). Se
afladen 30 ul de EDC 50 mg/ml acabado de preparar a los tubos, y enseguida 30 ul de
S-NHS 50 mg/ml acabado de preparar. NOTA: Se desecha la parte no utilizada y se
vuelve a preparar cada vez.

h)  Se tapan los tubos con papel de aluminio y se agitan las microesferas a temperatura
ambiente durante 20 minutos.

16
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Durante la incubacién de las microesferas, se preparan las proteinas de la sG. Se
utilizan 90 ug de sG de VHe y 90 ug de sG de VNi, y PBS (no debe utilizarse PBS-T,
porqgue bloquea los grupos carboxi) para lograr un volumen final de proteina de 300 pl.

Tras laincubacién, las microesferas estan activadas y listas parala union. Se situan los
tubos en un separador magnético y se deja que tenga lugar la separacién durante 30-
60 segundos. Con los tubos aun situados en el separador magnético, se retira el
sobrenadante con una pipeta, con cuidado de no perturbar el precipitado de
microesferas.

ii)  Unidn de la proteina

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Se lavan las microesferas afiadiendo 300 ul de PBS a los tubos y sometiéndolos a
vortex (no debe utilizarse PBS-T, porque bloquea los grupos carboxi). Se sitian los
tubos en un separador magnético y se deja que tenga lugar la separacién durante 30-
60 segundos. Con los tubos aun situados en el separador magnético, se retira el
sobrenadante con una pipeta, con cuidado de no perturbar el precipitado de
microesferas.

Se afiaden los 300 ul de la proteina preparada, como se explica arriba, a las
microesferas activadas.

Se tapan los tubos con papel de aluminio y se agitan las microesferas moderadamente
atemperatura ambiente durante 2 horas.

Ahora la proteina esta unida a las microesferas. Se situan los tubos en un separador
magnético y se deja que tenga lugar la separacion durante 30-60 segundos. Con los
tubos aun situados en el separador magnético, se retira el sobrenadante con una
pipeta, con cuidado de no perturbar el precipitado de microesferas.

Se lavan las microesferas dos veces con 300 ul de PBS-T como se ha descrito arriba.
Se sittian los tubos en un separador magnético y se deja que tenga lugar la separacién
durante 30-60 segundos. Con los tubos aun situados en el separador magnético, se
retira el sobrenadante con una pipeta, con cuidado de no perturbar el precipitado de
microesferas.

Se resuspenden las microesferas unidas en 1,8 ml de tampdn para almacenamiento de
microesferas (10 ml de PBS, BSA al 1%, azida sédica al 0,05% y 1 comprimido de
inhibidor de proteasa (Roche) y se almacenan a 4°C.

NOTAS: Se comprueba la reactividad de la sG con sueros que contengan henipavirus. Se utiliza
1ul de microesferas unidas por pocillo para la uniéon a los henipavirus y para las pruebas
serolégicas de bloqueo (este procedimiento une suficientes microesferas como para analizar
alrededor de 1800 sueros). Las microesferas unidas pueden guardarse a 4°C durante al menos
1afio sin que pierdan reactividad.

4.3.2. Procedimiento de la prueba de unién para Henipavirus

i) Método analitico

a)

b)

c)

d)

e)

Se escogen microesferas previamente unidas a sG de VHe y de VNi. Se someten a
vortex estas esferas durante 30 segundos a velocidad maxima, y a continuacion se
sonican mediante sonicacién en bafio durante ~30-60 segundos.

Se diluyen las microesferas en bloqueador (leche desnatada al 2% en PBS-T) a una
concentracion adecuada para el numero de sueros a analizar (1 ul de microesferas
unidas a sG de VHe y 1 ul de microesferas unidas a sG de VN/por pocillo).

Se afiaden 100 pl de microesferas diluidas a los pocillos correspondientes de una placa
de fondo plano de 96 pocillos.

Se tapa la placa con papel de aluminio y se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos sobre un agitador de placas.

Se situa la placa en un soporte magnético y se deja que tenga lugar la separaciéon
durante 30-60 segundos. Con la placa aun situada en el soporte magnético, se golpea
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el contenido para que se hunda y se seca suavemente sobre papel absorbente,
retirando la placa del soporte magnético.

f)  Se lava dos veces con PBST o, como alternativa, se utiliza un lavador magnético
automatico de placas.

g) Se afiaden 100 ul de suero control y 100 ul de suero problema a 1/100 en PBS-T a los
pocillos (los sueros de murciélago se diluyen a 1/50).

NOTA: Antes de ser analizados, todos los sueros deben inactivarse por calor
sometiéndolos durante 35 minutos a 56°C.

h)  Se cubre la placa con papel de aluminio y se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos sobre un agitador de placas.

i) Se situa la placa en un soporte magnético y se deja que tenga lugar la separacion
durante 30-60 segundos. Con la placa aun situada en el soporte magnético, se golpea
el contenido para que se hunda y se seca suavemente sobre papel absorbente,
retirando la placa del soporte magnético.

j) Se lava dos veces con PBST o, como alternativa, se utiliza un lavador magnético
automatico de placas.

k)  Se diluye la proteina A biotinilada a 1/500 (2 pg/ml) y la proteina G biotinilada a 1/250
(2 ug/ml)) en el mismo tubo en PBS-T y se afiaden 100 pl a los pocillos.

1) Se tapa la placa con papel de aluminio y se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos sobre un agitador de placas

m) Se situa la placa en un soporte magnético y se deja que tenga lugar la separacién
durante 30-60 segundos. Con la placa aun situada en el soporte magnético, se golpea
el contenido para que se hunda y se seca suavemente sobre papel absorbente,
retirando la placa del soporte magnético

n) Se lava dos veces con PBST o, como alternativa, se utiliza un lavador magnético
automatico de placas.

0) Se afiaden a los pocillos 100 ul de Estreptavidina R-PE diluida a 1/1000 (1 ug/ml) en
PBS-T.

p) Se tapa la placa con papel de aluminio y se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos sobre un agitador de placas.

q) Se lee la placa empleando un sistema de inmunoensayo multiple con microesferas y
software.
i) Interpretacion de los resultados

Los resultados se pueden interpretar a partir de los valores de intensidad de fluorescencia
media (MFI) o bien transformando estos valores en un porcentaje respecto a la MFI del
control positivo (%P) empleando la siguiente formula:

(MFI suero problema/MFI control positivo) x 100

La muestra que de una MFI > 1500 o un %P >5 debe volver a analizarse en la prueba de
union. Si sigue siendo positiva, debera analizarse de nuevo mediante VN para confirmar el
resultado.

4.3.3. Procedimiento de la prueba de bloqueo para Henipavirus

i) Método analitico

a) Se escogen microesferas previamente unidas a sG de VHe y de VNi. Se someten a
vortex estas esferas durante 30 segundos a velocidad maxima, y a continuacion se
sonican mediante sonicacién en bafio durante ~30-60 segundos
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b)

c)

d)

e)

f)

9)

h)

m)

n)

0)

p)

a)

Se diluyen las microesferas en bloqueador (leche desnatada al 2% en PBS-T) a una
concentracién adecuada para el numero de sueros a analizar (1 ul de microesferas
unidas a sG de VHe y 1 ul de microesferas unidas a sG de VN/por pocillo).

Se afiaden 100 ul de microesferas diluidas a los pocillos correspondientes de una placa
de fondo plano de 96 pocillos.

Se tapa la placa con papel de aluminio y se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos sobre un agitador de placas.

Se situa la placa en un soporte magnético y se deja que tenga lugar la separaciéon
durante 30-60 segundos. Con la placa aun situada en el soporte magnético, se golpea
el contenido para que se hunda y se seca suavemente sobre papel absorbente,
retirando la placa del soporte magnético.

Se lava dos veces con PBST o, como alternativa, se utiliza un lavador magnético
automatico de placas.

Se afiaden a los pocillos 100 ul de suero control y 100 ul de suero problema diluido a
1/50 en PBS-T (los sueros de murciélago se diluyen a 1/25).

NOTA: Antes de ser analizados, todos los sueros deben inactivarse por calor
sometiéndolos durante 35 minutos a 56°C

Se cubre la placa con papel de aluminio y se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos sobre un agitador de placas

Se situa la placa en un soporte magnético y se deja que tenga lugar la separacion
durante 30-60 segundos. Con la placa aun situada en el soporte magnético, se golpea
el contenido para que se hunda y se seca suavemente sobre papel absorbente,
retirando la placa del soporte magnético

Se lava dos veces con PBST o, como alternativa, se utiliza un lavador magnético
automatico de placas

Se diluye dphrinB2 biotinilado a 1/1000 (50 pg/ml) en PBS-T y se afiaden 100 pl a los
pocillos.

Se tapa la placa con papel de aluminio y se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos sobre un agitador de placas

Se situa la placa en un soporte magnético y se deja que tenga lugar la separacion
durante 30-60 segundos. Con la placa aun situada en el soporte magnético, se golpea
el contenido para que se hunda y se seca suavemente sobre papel absorbente,
retirando la placa del soporte magnético

Se lava dos veces con PBST o, como alternativa, se utiliza un lavador magnético
automatico de placas

Se afiaden a los pocillos 100 pl de Estreptavidina R-PE diluida a 1/1000 (1 ug/ml) en
PBS-T.

Se tapa la placa con papel de aluminio y se agita a temperatura ambiente durante
30 minutos sobre un agitador de placas.

Se lee la placa empleando un sistema adecuado de inmunoensayo multiple con
microesferas y software.

ii) Interpretacion de los resultados

Parala prueba de blogueo, las lecturas de MFI se convierten en porcentaje de inhibicién (%)
empleando la siguiente formula: (1 - [MFI del suero problema/MF| del suero negativol) x 100

La muestra que dé un %l >15 debera volver a analizarse en la prueba de bloqueo. Si sigue
siendo positiva, debera analizarse de nuevo mediante VN para confirmar el resultado.
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4.4. DIVA

En el Australian Centre for Disease Preparedness se utiliza un ensayo DIVA para ayudar a distinguir entre
los caballos infectados por el virus de Hendra y los caballos que han sido vacunados con la vacuna G
soluble de Hendra. Actualmente esta en proceso de validacion (pdngase en contacto con el Laboratorio
de Referencia de la OIE para mas detalles).

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS
1. Antecedentes

El primer brote de VNI de Malasia y Singapur se vincula a la transmisidn del virus de los cerdos a las personas, y
todas las infecciones humanas por el virus Hendra de Australia se han vinculado al contacto con caballos enfermos.
La aparicion de vacunas veterinarias contra los henipavirus es importante tanto para proteger a especies animales
domésticas susceptibles (es decir, los cerdos, los équidos, los gatos y los perros), como para reducir la transmision
entre animalesy personas. Este fue el motivo por el que se desarrolld lavacuna contra el VHe, de la que actualmente
se dispone en Australia para su uso en caballos. No existe ninguna vacuna aprobada para la prevencion del VHe en
humanos.

2. Vacuna preparada con la subunidad soluble de la glucoproteina G de henipavirus

Un estudio preliminar realizado con el VHe en hurones (Pallister et al., 2011) aporté pruebas sdlidas de que una
vacuna basada en la subunidad de la glicoproteina soluble del VHe (HeVsG) podria prevenir la enfermedad en
animales expuestos a una dosis de VHe que de otro modo seria letal. La glicoproteina G expresada en la superficie
del henipavirus tiene la funcién critica de iniciar la infeccion al unirse a los receptores de las células del huésped, y
los anticuerpos dirigidos contra esta proteina pueden neutralizar el virus. El fabricante de la vacuna ha formulado
unavacuna contrael virus de Hendra para caballos utilizando HeVsG y un adyuvante patentado. La vacuna, lanzada
en Australia en noviembre de 2012, sélo esta disponible para su administracion por parte de veterinarios
registrados. Para la inmunizacién primaria deben administrarse dos dosis de la vacuna con un intervalo de 3a 6
semanas en caballos de cuatro meses de edad o mas, seguidas de una tercera vacuna 6 meses después de la
segunda dosis. Para un efecto continuado, el fabricante recomienda una dosis de refuerzo cada 12 meses.

3. Vacunas experimentales

Recientemente, la OMS ha incluido el virus Nipah como uno de los 11 agentes patégenos prioritarios con mayor
probabilidad de causar brotes graves en un futuro préximo. Paralelamente, se ha desarrollado un Plan de Accién
de I+D para la Prevenciéon de Epidemias, que establece una plataforma para la preparacion de I+D que pretende
acelerar la investigacion y el desarrollo de productos antes y durante las epidemias (OMS, 2019). Se ha confirmado
que al menos 13 candidatos a vacunas contra el virus Nipah estan en desarrollo en etapas preclinicas (Gouglas et
al., 2019). Los candidatos se han centrado en el uso de la glicoproteina (G) y/o la proteina de fusion (F) del NiV como
inmunégenos en varias plataformas, incluyendo vacunas de ADN, vacunas de subunidades, vectores no
replicantes, asi como vectores replicantes. Una vacuna basada en la proteina G del VNi-B en un vector de
adenovirus de simios deficiente en replicacién en hamsteres sirios (ChAdOx1 NiVB) ha mostrado resultados
prometedores (Van Doremalen et al., 2019). Una pauta de solo cebado, asi como de cebado reforzado, protegioé a
los hamsteres sirios contra el desafio con una dosis letal de VNi-B y VNi-M.
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*
* ok

NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para las enfermedades viricas de Nipah y Hendra
(puede consultarse en 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 con el Laboratorio de Referencia de la OIE para cualquier otro dato sobre las pruebas de
diagnéstico, los reactivos y las vacunas para la las enfermedades viricas de Nipah y Hendra

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 2004. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2022.
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