CAPITULO 3.8.4.

PLEURONEUMONIA CONTAGIOSA CAPRINA

RESUMEN

Descripcion de la enfermedad: La pleuroneumonia contagiosa caprina (PNCC) es una
enfermedad que afecta a las cabras y a algunas especies de rumiantes salvajes, causada por
Micoplasma capricolum subespecie capripneumoniae (Mccp). En las cabras, se manifiesta con
anorexia, fiebre y signos respiratorios, como disnea, polipnea, tos y rinorrea. Las formas aguda y
subaguda de la enfermedad se caracterizan por una pleuroneumonia serofibrinosa unilateral con
derrame pleural intenso. El diagndéstico se obtiene a partir de los signos clinicos y de los hallazgos
de la necropsia, que deben confirmarse con pruebas de laboratorio. Como el aislamiento de Mccp
es dificil, en la confirmacién de laboratorio debe optarse por técnicas moleculares.

Deteccion del agente: Las muestras que deben tomarse de los animales vivos son lavados
broncopulmonares o liquido pleural que se extraiga por puncién, mientras que las muestras que
deben tomarse en la necropsia son lesiones pulmonares, ganglios linfaticos y liquido pleural. Para
el cultivo del agente patégeno, los tejidos se trituran en solucidon tamponada y se inoculan en caldo
selectivo y medios soélidos, con antibidticos u otros inhibidores para prevenir el crecimiento de otras
bacterias. El cultivo de Mccp requiere medios muy ricos que contengan porcentajes altos de suero.
El aislamiento se ve dificultado porque Mccp crece muy lentamente, llegando a tardar hasta
15 dias, y por la presencia de otras especies de micoplasmas, como M. ovipneumoniae.

En medios liquidos, el crecimiento es visible en un méaximo de 4-15 dias, generando siempre
mucha turbidez. Mccp a veces produce “‘cometas” en cultivos liquidos no agitados. En medios
solidos, aparecen las tipicas colonias en forma de “huevo frito”, muy pequefas, de 0,17-0,5 mm, y
distintas de las de M. ovipneumoniae, que no tienen un centro definido. Para una identificacion
rapida y especifica de Mccp pueden utilizarse técnicas moleculares.

Pruebas seroldgicas: Las cabras que contraen esta enfermedad suelen resultar infectadas por
otras especies de Mycoplasma que estan estrechamente relacionadas con Mccp y que generaran
reacciones cruzadas en pruebas inespecificas. Se puede utilizar una aglutinacion en latex para la
deteccion de antigenos polisacéaridos para la confirmacion de brotes en condiciones de campo, y
un enzimoinmunoandlisis especifico para estudios de serovigilancia o para el seguimiento de
campaifas de vacunacion.

Requisitos para las vacunas: Las vacunas contra la PNCC son inactivadas y adyuvantadas. El
antigeno consiste en células enteras de Mccp que estan concentradas y semi-purificadas, y el
contenido minimo es de 0,15 mg de proteina de Mccp por dosis. El adyuvante de eleccion es la
saponina, con un contenido indicativo de 3 mg/dosis. La cantidad de adyuvante podria variar
dependiendo del lote de saponina.

A. INTRODUCCION

La pleuroneumonia contagiosa caprina (PNCC) es una enfermedad grave de las cabras que se presenta en
muchos paises de Africa y de Asia, causada por Mycoplasma capricolum subesp. capripneumoniae (Mccp). La
forma aguda de la enfermedad se caracteriza por una pleuroneumonia serofibrinosa unilateral con derrame
pleural intenso (Thiaucourt, 2018; Thiaucourt & Bolske, 1996). Algunas denominaciones equivalentes en otros
idiomas son las siguientes: pleuropneumonie contagieuse caprine (Francia), bou-frida (Algeria), y abu-nini
(Sudan).

Desde el punto de vista de la clasificacion taxonémica, Mccp pertenece al denominado “grupo mycoides”
(Manso-Silvan et al., 2007), y se admiti6 como subespecie en 1993 (Leach et al., 1993). Los microorganismos
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mas estrechamente relacionados con el mismo son Mycoplasma capricolum subesp. capricolum y Mycoplasma
leachii, que puede generar reaccién cruzada con Mccp, pero los demas miembros del grupo mycoides, como
Mycoplasma mycoides subesp capri o Mycoplasma mycoides subesp. mycoides también pueden tener en comun
alguna caracteristicas. Mccp es muy exigente, y es posible que la turbidez del medio liquido o la aparicién de
colonias en los medios solidos no se observen hasta los 5-15 dias. El aislamiento no suele funcionar, y la
deteccion puede ser mas facil con métodos moleculares especificos, como la PCR (Woubit et al., 2004).

La primera descripcion de la enfermedad se realizé en Argelia en 1873. Poco después, en 1881, la enfermedad
se introdujo en Sudafrica como consecuencia de un envio de cabras de Angora. La enfermedad se erradicé
siguiendo una politica de sacrificio de las cabras infectadas, junto a un programa de vacunacién tradicional de las
cabras que habian estado en contacto con las infectadas (Hutcheon, 1889). Este microorganismo se aislé por
primera vez en Kenia, momento en el que se demostré que era la causa de la PNCC (MacMartin et al., 1980;
MacOwan & Minette, 1976); con posterioridad se ha aislado en Sudan, Tunez, Oman, Turquia, Chad, Uganda,
Etiopia, Nigeria, Tanzania, Eritrea y los Emiratos Arabes Unidos, y méas recientemente en las Islas Mauricio
(Srivastava et al., 2010), China (Rep. Pop. de) (Chu et al., 2011), Tayikistan (Amirbekov et al., 2010) y Arabia
Saudita (El Deeb et al., 2017). La PNCC se describid por primera vez en el continente europeo en 2004, cuando
se confirmaron brotes en la regiéon de Tracia, Turquia, con pérdidas de hasta el 25% de cabritos y adultos en
algunas poblaciones (Ozdemir et al., 2005). Sin embargo, no se conoce la distribuciéon exacta de la enfermedad y
puede estar mucho mas distribuida que la zona integrada por los paises donde se ha aislado Mccp, ya que la
PNCC se confunde con frecuencia con otras infecciones respiratorias y también como consecuencia de que el
aislamiento del microorganismo causante resulta dificil.

En brotes de PNCC donde hay rebafios mixtos de cabras y ovejas, las ovejas también pueden resultar
infectadas, como se ha demostrado mediante el aislamiento de Mccp (Bolske et al., 1995) o la deteccion de
anticuerpos en ovejas clinicamente afectadas. También se ha aislado Mccp de ovejas sanas (Litamoi et al.,
1990) y debe tenerse en cuenta el papel de las ovejas como reservorio de la enfermedad.

PNCC se confirmé inicialmente en rumiantes salvajes dentro de una reserva de fauna salvaje de Qatar. Afect6 a
cabras salvajes (Capra aegagrus), cabras montesas nubias (Capra ibex nubiana), muflones (Ovis orientalis
laristanica) y jirafas gacela (Litocranius walleri), con una morbilidad y mortalidad considerables en estas especies
(Arif et al., 2005). También se ha notificado en gacelas de Emiratos Arabes Unidos. Cada vez existen mas
pruebas de que varias especies de rumiantes salvajes son susceptibles, como el antilope tibetano (Pantholops
hodgsonii) (Yu et al., 2013) o el érix de Arabia (Oryx leucoryx) (Chaber et al., 2014). En las gacelas de arena
ardbigas (Gazella marica), la tasa de mortalidad alcanzé el 70% y el niUmero reproductivo basico se cifré en 2.3
(Lignereux et al., 2018).

La PNCC no es una enfermedad zoon6tica. Por lo que se sabe, no existe riesgo de infeccion para el ser humano
por Mccp. Las medidas de biocontencion deben determinarse mediante un analisis del riesgo, como se describe
en el Capitulo 1.1.4 Bioseguridad y bioproteccion: norma para la gestion del riesgo biologico en el laboratorio
veterinario y en las instalaciones de los animales.

En condiciones de campo, el diagndstico diferencial puede resultar dificil porque las cabras pueden estar
infectadas por varias especies de micoplasmas que podrian inducir signos similares. No obstante, puede
sospecharse de CCPP cuando las lesiones se limitan al tracto respiratorio, cuando afectan solo a un pulmén o
cuando los animales presentan una pleuresia manifiesta con derrame profuso de liquido pleural. La PNCC
también podria confundirse con la peste de los pequefios rumiantes o con la pasteurelosis.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

El diagndstico de los brotes de enfermedades respiratorias en cabras, y de PNCC en particular, es complicado,
especialmente donde resulta enzodtica. Debe distinguirse de otros sindromes clinico-anatomopatoldgicos
similares causados por otras especies de micoplasmas pertenecientes al cluster Mycoides, pero también de la
peste de los pequefios rumiantes, a la que son susceptibles también las ovejas, de la pasteurelosis, que puede
diferenciarse por la distribucién de las lesiones pulmonares macroscopicas, y del sindrome de la agalaxia
contagiosa (Nicholas & Churchward, 2011; Thiaucourt & Bolske, 1996). La enfermedad causada por Mccp es
facilmente contagiosa y mortal para cabras susceptibles de todas las edades y de ambos sexos, raramente
afecta a las ovejas y no afecta al ganado bovino.

Otros micoplasmas, como M. mycoides subsp. capri (Mmc), pueden inducir lesiones pulmonares que en la
exploracion postmortem podrian confundirse con lesiones de la PNCC. No obstante, Mmc normalmente induce
otras lesiones, como artritis, mastitis 0 queratitis. Mmc es un agente causal de agalaxia contagiosa (véase el
capitulo 3.8.3) y su rapido crecimiento in vitro garantiza que no pueda confundirse con Mccp.
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Tabla 1. Métodos de laboratorio que se utilizan actualmente para el diagnéstico de la PNCC y su propésito

Propésito
Demostrar
Demostrar . .
) ausencia de - . Determinar el
Método ausencia . - Contribuir a ) Determinar la ; o
infeccién en s Confirmar . estado inmunitario
de ; las politicas prevalencia de .
. L animales casos . P en animales o
infeccién . de P la infeccion — )
individuales antes S clinicos . . poblaciones tras
enla erradicacion vigilancia s
L de los la vacunacion
poblacion .
desplazamientos
Detecci6n del agentel
Cultivo in vitro? - - - ++ - -
Pruebas - - - T+ _ _
moleculares (PCR)
Deteccion de la respuesta inmunitaria
CF - - + ++ + -
Aglutinacion en + + - +++ + -
latex
C-ELISA +++ ++ - ++ +++ +++

Clave: +++ = método recomendado para este proposito; ++ = método recomendado pero tiene limitaciones;

+ = método adecuado en muy pocas situaciones; — = no adecuado para este propésito.

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; CF = fijacion del complemento; C-ELISA = enzimoinmunoanalisis.

1. Deteccién del agente

1.1. Microscopia de exudados pulmonares, de frotis de impronta o de cortes

1.2

Mccp se caracteriza histopatolégicamente como una neumonia intersticial con edema intersticial
intralobular en los pulmones (Kaliner & MacOwan, 1976). In vivo tiene una morfologia filamentosa
ramificada que puede observarse por microscopia de fondo oscuro en exudados o suspensiones de
tejido de las lesiones o en el liquido pleural. Alternativamente, los frotis de cortes de lesiones
pulmonares se pueden tefiir por el método de May—Griinwald—Giemsa y observar por microscopia de
campo claro. Los otros micoplasmas caprinos tienen una morfologia cocobacilar o de filamentos
cortos. Ninguna de estas técnicas proporciona un diagnéstico definitivo.

Identificacién molecular y tipificacién: reaccion en cadena de la polimerasa

Se han publicado las técnicas de dos pruebas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
la identificacion especifica de Mccp. La primera (Bascunana et al., 1994) se basa en la amplificacién
de un segmento conservado del gen del ARNr 16 S del grupo mycoides. El producto de la PCR se
analiza después con enzimas de restriccion para la identificacion del segmento amplificado del Mccp.
La segunda prueba (Woubit et al., 2004) se basa en una amplificacion especifica; las secuencias de
los cebadores (Mccp-spe-F/R) se muestras a continuacion.

Mccp-spe-Directo: 5’-ATC-ATT-TTT-AAT-CCC-TTC-AAG-3’
Mccp-spe-Inverso: 5’-TAC-TAT-GAG-TAA-TTA-TAA-TAT-ATG-CAA-3’

Las condiciones de la PCR consisten en un paso inicial de desnaturalizacion de 2 minutos a 94°C,
seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 15 segundos a 47°C y 15 segundos a 72°C, y un paso final
de extension de 5 minutos a 72°C. El producto amplificado se espera que tenga una longitud de 316 pb.

1 Se recomienda una combinacién de métodos de identificacion del agente en la misma muestra clinica.

2 Los

microorganismos aislados deben someterse a pruebas de confirmacién moleculares, bioquimicas o inmunolégicas,

como se describe mas adelante.
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1.3.

1.4.

Los mismos cebadores pueden utilizarse en una PCR cuantitativa (Lorenzon et al., 2008).

También pueden utilizarse una PCR con recombinasa aplicable en condiciones de campo (Liljander et
al., 2015) y una PCR multiple en tiempo real con transcripcién inversa de un solo paso que incluye la
deteccion de Mccp (Settypalli et al., 2016)

Estas técnicas de PCR se pueden utilizar directamente con muestras clinicas, como tejido pulmonar y
liquido pleural (Bolske et al., 1996), asi como liquido pleural secado sobre papel de filtro. Debido a la
dificultad del aislamiento de Mccp, la PCR es la técnica de eleccién para el diagnéstico de la PNCC.
Sin embargo, el aislamiento de Mccp continla siendo la prueba confirmativa. A todos los micoplasmas
del grupo mycoides se les puede asignar una posicion filogenética precisa mediante la tipificacién de
una secuencia multilocus (Manso-Silvan et al., 2007).

Pruebas de precipitacién en gel para detectar antigeno en muestras de tejido

Mccp libera un polisacarido antigénico contra el que se ha producido un anticuerpo monoclonal
especifico (MAb) (WM-25) (Rurangirwa et al., 1987c). Este MAb precipita en gel de agar con el
polisacarido producido por Mccp, y se utiliza para identificar al agente causante en los casos de
PNCC, en especial cuando las muestras no son ya adecuadas para cultivos debido a su deterioro
durante el transporte. El MAb puede sustituirse por sueros de cabras que estén convalecientes tras
una infeccion por PNCC, siempre que sean precipitantes. Esta prueba de precipitacion podria no ser
del todo especifica y podria dar ciertas reacciones cruzadas, sobre todo con M. leachii. Mediante
resonancia magnética nuclear se caracterizé exopolisacérido extraido y se logro la identificacion de un
homopolimero de B(1—2)-glucopiranosa (glucano) en Mccp y M. leachii (Bertin et al., 2015).

Aislamiento de micoplasmas

1.4.1. Eleccién de las muestras

Las mejores muestras extraibles en la necropsia son las lesiones pulmonares, particularmente
de la interfase entre areas consolidadas y no consolidadas, el liquido pleural y los ganglios
linfaticos mediastinicos. Si no se puede realizar un examen microbioldgico inmediatamente, las
muestras o el pulmén completo se pueden guardar congeladas a —20°C durante periodos
considerables (meses) sin pérdida aparente de la viabilidad de los micoplasmas. Durante el
transporte las muestras se deben mantener siempre tan frias como sea posible, pues la
viabilidad de los micoplasmas disminuye con rapidez si aumenta la temperatura. Las muestras
de pulmén pueden enviarse a otros laboratorios en forma congelada.

1.4.2. Tratamiento de las muestras

Los frotis se suspenden en 2—3 ml de medio de cultivo. Las muestras de tejido se trocean mejor
con tijeras y luego se agitan vigorosamente o se homogenizan en medio utilizando 1 g de tejido
con 9 ml de medio. Los tejidos no deben triturarse. Por lo general, la suspension se prepara
con un medio para micoplasmas, pero si se va a realizar un examen bacteriolégico en paralelo,
se puede utilizar un medio bacteriolégico de elevada calidad, como el caldo nutritivo, para
disponer de una suspension adecuada para ambos tipos de examen. El liquido pleural, o una
suspension de tejido o de frotis, se diluyen en serie en el medio seleccionado para
micoplasmas al menos haciendo tres diluciones decimales (hasta una dilucién nominal de
107%). Las diluciones también deben sembrarse en medio sélido.

1.4.3. Medios para micoplasmas

El medio utilizado por MacOwan y Minette para cultivar Mccp (MacOwan & Minette, 1976) se
denomina “gota caldo carne-higado de cabra” (viande foie goat, VFG) e incluye caldo de carne
de cabra e higado y suero de cabra. Otros medios alternativos adecuados son el WJ (Jones &
Wood, 1988), el medio de Hayflick modificado, y la triptosa modificada de Newing (Kibor &
Waiyaki, 1986). Los medios enriquecidos con 0,2% (o hasta el 0,8%) de piruvato sédico
funcionan considerablemente mejor tanto para el aislamiento primario como para la produccién
antigénica de Mccp (Mohan et al., 1990; Thiaucourt et al., 1992).

i)  Medio PNCC
a) Solucion esterilizada en autoclave (121°C durante 15 minutos)

Caldo PPLO (microorganismos semejantes a los de la pleuroneumonia) sin cristal
violeta (21 g); agua desionizada (700 ml).
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b)  Solucién filtrada por membrana

Suero de caballo (o, alternativamente, de cerdo o de asno) inactivado a 56°C
durante 30 minutos (200 ml); extracto fresco de levadura (100 ml); glucosa (solucion
estéril 0.5 g/ml) (2 ml); y piruvato sédico (solucion estéril de 0,5 g/ml) (8 ml).

La solucion B se afade asépticamente a la A. Para evitar contaminaciones en los
aislamientos primarios se puede afiadir ampicilina (0,1 g/litro) y acetato de talio
(250 mg/litro). El pH final del medio debe ser 7,4-7,6.

i)  Medio PNCC modificado
a) Solucidn esterilizada en autoclave (121°C durante 15 minutos)

Caldo PPLO sin cristal violeta (17,5 g); agua destilada en destilador de vidrio
(650 ml).

b)  Solucion filtrada por membrana

Suero de caballo (alternativamente de cerdo o asno) inactivado a 56°C durante
30 minutos (250 ml); extracto fresco de levadura (100 ml); 50% de glucosa (4 ml);
25% de piruvato sddico (8 ml); 5% de acetato de talio (4 ml); ampicilina (250 mg) y
0,5% de rojo fenol (4 ml). El pH se ajusta a 7,8 con hidroxido sddico o con &cido
clorhidrico. La solucion B se afiade asépticamente a la A.

1.4.4. Produccién, conservacion y control de calidad del medio

Algunos componentes del medio, como el suero, el extracto de levadura y el agua desionizada
deben controlarse regularmente antes de incorporarse a los medios para micoplasmas en
cuanto a su capacidad para permitir el crecimiento. Para estos analisis se deben utilizar cepas
naturales de pocos pases.

Los medios liquidos se pueden guardar antes de su uso a —25°C por lo menos durante
6 meses, pero no deben afadirse penicilina ni sus analogos hasta la distribucion final. Los
medios liquidos se dispensan en viales (1,8 ml o 2,7 ml) o tubos con tap6n de rosca (4,5 ml) y
se guardan hasta 3 semanas a 4°C. Los medios sdlidos se hacen con agarosa (0,9% [p/v]),
agar Noble (1,5% [p/v]) o agar purificado (0,6% [p/v]). Cuando se usan placas, que se llenan
hasta 6-8 mm, deben ser tan recientes como sea posible y se pueden guardar antes de su uso
a 4°C como maximo durante 2 semanas. Todos los medios de cultivo deben someterse a
controles de calidad y favorecer el crecimiento de especies de Mycoplasma a partir de indculos
pequefios. La cepa de referencia debe cultivarse simultdneamente a las muestras sospechosas
para comprobar que las pruebas funcionan correctamente.

1.4.5. Cultivo

Los cultivos se incuban a 37°C. Las placas se cultivan mejor en una atmésfera himeda con 5%
de CO2, 95% de aire 0 N2 0 en una jarra de anaerobiosis con una fuente de humedad. Los
cultivos también pueden incubarse en anaerobiosis.

Los cultivos liquidos se examinan diariamente para comprobar si presentan indicios de
crecimiento, como cambios de color o la aparicion de material floculento. Una turbidez
macroscoépica indica contaminacion bacteriana; los cultivos que la presenten deben filtrarse por
una membrana con poro de 0,45 um antes de volver a cultivarlos. Los medios liquidos se
vuelven a cultivar por inoculaciéon de medio liquido fresco con una décima parte de su volumen
0 mediante siembra en estria en medio sélido con un asa de cultivo.

Los cultivos en placa se examinan cada 1-3 dias con una lupa estereoscoOpica (5—
50 aumentos) y con luz incidente y transmitida. Si son negativas, las placas se eliminan a los
15 dias. El subcultivo se realiza por transferencia de bloques cortados del agar que lleven
colonias aisladas a medio solido (sobre el que se presionan los bloques, boca abajo) o a
medios liquidos. Alternativamente, se toma con una pipeta Pasteur un trozo de agar con una
colonia y se descarga en medio liquido fresco.

La clonacion y purificacion de los cultivos se lleva a cabo por transferencia repetida de colonias
aisladas que representen cada tipo morfoldgico observado. La morfologia colonial varia con el
medio utilizado, la especie de micoplasma, el nimero de pases y la edad del cultivo.
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En los primeros pases, muchas especies de micoplasmas producen colonias de morfologia
extrafia, frecuentemente pequefias, sin centro y de forma irregular: A menudo este efecto se
asocia al empleo de un medio poco adecuado. Con los pases, tales cepas muestran la
morfologia colonial convencional en “huevo frito”, excepto M. ovipneumoniae, que mantiene la
forma de colonias sin centro. Las colonias de M. mycoides subespecie capri pueden medir
hasta 3 mm de diametro.

La filtracién de los cultivos liquidos por filtros de 0.45 pm, antes de los subcultivos, favorece la
purificacién al excluir agregados celulares.

Los cultivos que se sospecha que son formas L bacterianas deben examinarse para observar si
revierten a la forma bacteriana mediante tres a cinco pases en medio s6lido para micoplasmas
del que se omiten los antibidticos y el acetato de talio.

Los medios liquidos utilizados para el aislamiento primario que no muestren indicios de
crecimiento a los 7 dias, deben subcultivarse.

Los cultivos liquidos de cada muestra, incluyendo un subcultivo ciego, deben examinarse
durante 3 semanas como minimo antes de eliminarse. Si las titulaciones en medio liquido son
totales (hasta 10~10), también se leen a las 3—4 semanas y se expresan como unidades que
cambian de color por volumen transferido. El crecimiento en las placas se expresa como
unidades formadoras de colonias (UFC) por ml.

1.5. Identificacién de micoplasmas

Antes de intentar la identificacibn de cepas naturales, estas deben pasarse tres veces, y
preferiblemente clonarse.

1.5.1. Reaccién en cadena de la polimerasa

1.5.2

1.5.3.

Una vez se ha cultivado el microorganismo, se puede verificar que es Mccp por PCR en 1 dia.
Véase el apartado B.1.2 de este capitulo.

Se ha usado PCR vy posterior secuenciacion para establecer la epidemiologia molecular de la
PNCC. También se dispone de un método de andlisis de secuencia multilocus (MLSA) (Manso-
Silvan et al., 2011) que ha puesto de manifiesto dos linajes principales que comprenden cinco
grupos de un conjunto representativo de cepas de Mccp.

Actualmente, la identificacién de cepas de Mccp por PCR (y secuenciacion) sustituye a todas
las otras técnicas por su rapidez y fiabilidad. Sin embargo, las reacciones de PCR deben
realizarse con gran cuidado para evitar contaminaciones (véase la Capitulo 2.2.1.
Biotecnologia en el diagndstico de las enfermedades infecciosas). La secuenciacion de
genomas completos de Mccp es la técnica mas actual de tipificacion. Algunos genomas de
Mccp ya se han publicado (Chen et al., 2017; Dupuy & Thiaucourt 2014; Falquet et al., 2014), y
lo esperable es que en los proximos afios se publiquen otros
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/neighbors/521?&genome_assembly_id=300226 )

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas no pueden identificar una cepa de modo inequivoco, lo cual
actualmente solo puede hacerse por medios genéticos.

Las pruebas de uso mas corriente son el uso de la glucosa (Mccp: positiva), la hidrélisis de
arginina (Mccp: negativa), la formacién de “velo y manchas” (Mccp: negativa), la reduccion del
cloruro de tetrazolio aerdbica y anaerobicamente (Mccp: +/++), la actividad de la fosfatasa
(Mccp: negativa), la digestion del suero (Mccp: negativa) y la sensibilidad a la digitonina (Mccp:
positiva).

Identificacion seroldgica

Los antigenos de micoplasmas utilizados en produccién de suero hiperinmune estan a menudo
contaminados con constituyentes del medio. Los anticuerpos estimulados por estos
contaminantes pueden causar falsos positivos en pruebas serolégicas de identificacion. Este
problema se evita por absorcion del antisuero con el medio utilizado para producir el antigeno
(10 mg de medio liofilizado por ml de antisuero), o cultivando el micoplasma empleado como
antigeno en medio que contenga componentes de animal homdlogos, por ejemplo, crecimiento
en medio VFG para inmunizar cabras.
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1.5.3.1. Prueba de inhibicion del crecimiento

De las pruebas disponibles, la prueba de la inhibicién del crecimiento (GIT) es la mas
simple y especifica, pero también la menos sensible. Se basa en la inhibicion directa del
crecimiento en medio sélido por suero especifico hiperinmune y detecta sobre todo
antigenos de superficie.

Mccp parece ser serolégicamente muy homogéneo y se observan amplias zonas de
inhibicién sin colonias con antisuero contra la cepa tipo, sea cual sea el origen de la cepa
problema (Jones & Wood, 1988). Cuando se emplean antisueros policlonales, Mccp
presenta reacciones cruzadas en el GIT con M. leachii (PG50), M. equigenitalium y
M. primatum, pero se ha producido un MAb especifico para Mccp en la GIT (Rurangirwa
et al., 1987c). El MAb reaccionante, WM25, se ha descrito como especifico de cepas (de
Mccp) por el método de inhibicion del crecimiento en disco, que excluye M. agalactiae,
Mcc y otros miembros del “grupo mycoides" asociados a cabras, pero no al grupo 7
bovino (que no se encuentra normalmente en cabras): el Ultimo, sin embargo, puede
excluirse por pruebas de fluorescencia indirecta en las colonias. Una pequefia proporcion
de cepas de Mccp también genera reaccion cruzada en la GIT con antisuero contra Mcc.
A veces pueden hallarse cepas de Mycoplasma leachii en cabras, aunque es algo muy
infrecuente. Los resultados deben interpretarse con cautela ya que se han identificado
equivocadamente mediante GIT algunas cepas bovinas utlizando el antisuero
“especifico”.

. Procedimiento analitico

a) Se utilizan tres diluciones decimales de cultivo liquido en fase logaritmica media a
avanzada, dependiendo del vigor del crecimiento de la cepa en el agar.

b) Las placas con agar se secan durante 30 minutos a 37°C.

c) Se impregnan discos estériles de papel de 6—7 mm de diametro con una gota (10—
20 pl) de antisuero sin diluir. Los discos se pueden usar himedos, en cuya forma se
pueden conservar a —20°C, o se pueden liofilizar (Dighero et al., 1970), lo que
permite su conservacion a 4°C.

d) Utilizando una placa por cada dilucion de cultivo, se pipetea 1 ml 6 2,5 ml en placas
de 5 o de 10 cm de diametro, respectivamente. El in6culo se distribuye
uniformemente sobre la placa y se retira el exceso.

e) Las placas se secan a 20—-30°C durante 15-20 minutos, a ser posible en una cabina
de siembra, hasta que no quede liquido visible en la superficie. Debe quedar
suficiente humedad para permitir que los discos liofilizados se adhieran a la
superficie del medio sélido.

f)  Se colocan cuidadosamente varios discos, cada uno de ellos impregnado con un
antisuero diferente (que se selecciona teniendo en cuenta el origen de la muestra,
las reacciones bioguimicas y la morfologia colonial de la cepa), sobre las placas con
agar; las cepas aisladas de casos de PNCC deben analizarse con antisueros contra
Mccp, M. mycoides subespecie capri y M. ovipneumoniae. También debe incluirse
en las placas un disco con 1,5% de digitonina.

g) Las placas se incuban a 37°C durante 2—6 dias. Una incubacion inicial a 27°C
durante la noche puede aumentar la sensibilidad de la prueba. La inhibicion por
digitonina suele ser facilmente aparente; sin embargo, la inhibicion por antisuero
puede ser mas dificil de interpretar, presentandose supresion en vez de inhibicion
del crecimiento dependiendo de la especie de micoplasma, la densidad de la colonia
y la potencia del antisuero. Se observan a menudo colonias “avanzadas” en las
zonas de inhibicion. Alrededor de los discos se observan ocasionalmente bandas
circulares de precipitina. Una zona de 2 mm o superior se considera una inhibicién
positiva.

2. Pruebas serolégicas

La serologia no se ha aplicado mucho para identificar la causa de los brotes de pleuroneumonia en cabras y
ovejas. Actualmente se dispone de tres métodos: la CF, la aglutinacién en latex y el enzimoinmunoanalisis
(ELISA) de competicion (C-ELISA) con un MAb especifico (“4.52” C-ELISA). Las cabras a menudo resultan
infectadas por micoplasmas del grupo mycoides, que pueden generar reacciones cruzadas en pruebas como la
CF, en las que se utilizan preparaciones de antigeno crudo. Ademas, la CF detecta principalmente IgM, que
tienen una vida corta, motivo por el que esta técnica no se recomienda.
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La CF demuestra que la seroconversién a Mccp en animales infectados experimentalmente comienza 7-9 dias
después de la aparicion de los signos clinicos, alcanza su punto maximo entre los dias 22 y 30 y disminuye
rapidamente a partir de entonces. Estas diversas observaciones indican que la serologia debe aplicarse en un
rebafio, no de forma individual, y que, siempre que sea posible, se deben examinar muestras de suero
emparejadas obtenidas con un intervalo de 3 a 8 semanas.

2.1. Fijacién del complemento (MacOwan y Minette, 1976)

Para preparar el antigeno, se centrifugan 2 litros de cultivo de titulo superior a 10° UFC/ml a 12 000 g
durante 1 hora a 5°C. El depdsito se resuspende y se lava tres veces en solucion salina fisiologica
antes de la conservacion en volimenes de 0,5 a 1,0 ml a —-20°C.

El caldo estéril tratado como antes constituye un antigeno control, y un caldo liofilizado reconstituido a
200 mg/ml constituye un segundo antigeno control. Antes de la prueba, el antigeno se diluye a 1/60 y
se ultrasonica durante 3 minutos a baja potencia en un recipiente con agua helada. El sonicado se
centrifuga a 1250 g durante 30 minutos para eliminar todo posible residuo y se conserva a —20°C. Si
se conserva durante mas de 2 a 3 semanas, el antigeno debe volver a centrifugarse.

2.1.1. Procedimiento analitico

2.1.2.

Las pruebas de placa de microtitulacion se realizan utilizando voliumenes de 0,025 ml, dos
volumenes que contengan tres dosis hemoliticas medias de complemento y una concentracion
final de glébulos rojos ovinos (SRBC) al 1,5% (v/v) en placas de microtitulacién con fondo en U,
como se indica a continuacion:

i) Lo siguiente se mezcla e incuba a 37°C durante 45 minutos:

a) 25 pl de diluciones a la mitad de suero problema (inactivado por calor a 56°C
durante 30 minutos) empezando con una dilucion a 1/2 ;

b) 25 pl de antigeno que contenga dos unidades de antigeno (la dilucién del antigeno
debe determinarse en una titulacion en tablero de ajedrez empleando un suero que
se sepa que es positivo. Una unidad de antigeno corresponde a la dilucion de
antigeno mas alta que dé el titulo més alto con el suero positivo de referencia;

c) 25 ul de complemento (3 unidades hemoliticas).

i) 25 pl de eritrocitos ovinos sensibilizados, a una concentracion final de 1,5% (v/v), se
mezclan y las placas se incuban a 37°C durante 45 minutos.

iii) Las placas se incuban a 4°C durante 1 hora para que los eritrocitos ovinos intactos
sedimenten.

iv) Lectura de los resultados: El titulo sera la dilucion sérica maxima que fija un 50% del
complemento, es decir, que da lugar a un 50% de hemodlisis.

Controles

En todas las CF se precisan determinados controles:

i)

i)

ii)

iv)

v)

vi)

Sistemas indicadores (eritrocitos + hemolisina) solos, para garantizar que los eritrocitos no
se lisen espontdneamente.

Sistema indicador con complemento solo, para mostrar que hay suficiente complemento
para lisar las células.

Sistema indicador con antigeno solo y sin complemento, para mostrar que el antigeno
solo no lisa las células.

Sistema indicador con suero solo y sin complemento, para mostrar que el suero solo no
lisa las células.

Sistema indicador con complemento y antigeno para detectar toda posible actividad
anticomplemento del antigeno.

Sistema indicador con el complemento y el suero para detectar toda posible actividad
anticomplemento del suero.

NB: Dado que se espera que muchos micoplasmas, en particular los que pertenecen al grupo de
micoides, induzcan reacciones cruzadas en la CF, se deben realizar pruebas adicionales cuando se
encuentren titulos positivos de CF en un pais o zona libre de PNCC. Los sueros sospechosos deben
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analizarse en paralelo con antigenos preparados con varias especies de micoplasmas y, en particular,
M. capricolum, M. mycoides subsp. mycoides, M. leachii y M. mycoides subsp. capri. El antigeno que
produzca el titulo mas alto indicara qué especie estaba infectando al animal/rebafio.

2.2. Aglutinacion en latex
En una prueba de aglutinacion en porta se han utilizado perlas de latex sensibilizadas con el
polisacéarido producido por Mccp y presente en el sobrenadante del cultivo (Rurangirwa et al., 1987a).
Esta prueba es muy util en caso de brote porque puede realizarse a pie de explotacion empleando una
gota de sangre total.
Es una prueba sensible en las primeras etapas de la enfermedad siempre que la IgM persista en el
suero. Su especificidad no esta bien definida. Pueden tener lugar reacciones cruzadas porque los
polisacaridos de Mccp son similares a los de M. leachii y a los de M. capricolum subsp. capricolum
(Bertin et al., 2015), y podrian hallarse también en otras bacterias.

2.3. Enzimoinmunoanadlisis de competicién

Se ha desarrollado un C-ELISA (Thiaucourt et al., 1994) que se ha comprobado que es especifico y
sensible. Esta prueba se ha lanzado de nuevo recientemente en formato de kit que contiene placas ya
recubiertas y reactivos listos para ser utilizados, incluido el MAb 4/52. Ahora se trata de una prueba
estrictamente de competicion en lugar de una prueba de semi-bloqueo, como en la version inicial. El
nuevo kit se ha vuelto a validar para establecer su valor de corte, una inhibicién (PI) del 55%, con el fin
de obtener una especificidad estricta del 99,9%. Permite la deteccion de sueros positivos en rebafios
infectados por la PNCC, pero todavia no se ha determinado con exactitud cual es su verdadera
sensibilidad a nivel individual. Dado que es una prueba muy especifica, puede utilizarse para evaluar
el estado del rebafio respecto a la infeccion empleando un muestreo dirigido de animales que se
hayan recuperado, lo cual deberia mejorar en gran medida la sensibilidad sin ningin problema de
especificidad. En el Laboratorio de Referencia de la OIE, en Francia, se ha determinado que la
incertidumbre de la medicion en este C-ELISA es de 8 PI.

Esta prueba se puede utilizar para evaluar la calidad de la vacuna contra la PNCC, ya que los valores
de seroconversion medidos 1 y 2 meses post-vacunacion son proporcionales al contenido de antigeno
de Mccp o de saponina. No obstante, todavia no se ha establecido la correlacion entre el titulo de C-
ELISA 'y el grado de proteccién que confiere (Peyraud et al., 2014).

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

1. Antecedentes

Ya se logr6 erradicar con éxito la PNCC en el sur de Africa en 1889 aplicando una estrategia basada en el
sacrificio de los animales afectados y en la inoculacion de todas las cabras que hubieran contactado con
aquellos. La inoculacion consistio en la inyeccion subcutanea de preparaciones que contenian liquido pleural o
homogenados de pulmén afectados. Contrariamente a lo que se observa en la pleuroneumonia contagiosa
bovina, la inyeccion subcutdnea de Mccp vivo en cabras nunca antes expuestas no genera ninguna reaccion
inflamatoria inesperada. Ello podria haber contribuido al éxito del programa de erradicacién a pesar de que las
preparaciones utilizadas fueran crudas. Sin embargo, no se evalué en qué medida contribuyé el sacrificio al
proceso de erradicacion, y en qué medida lo hicieron las inoculaciones.

Se han llevado a cabo algunos estudios para desarrollar vacunas vivas y para evaluar su potencia. Dichos
estudios se han centrado en preparaciones inactivadas que contenian saponina como agente inactivante, y
adyuvante (Rurangirwa et al., 1987b). La dosis 6ptima de antigeno se establecié en 0,15 mg de proteina de Mccp
y 3 mg de saponina. En la primera version, el antigeno concentrado estaba liofilizado y debia reconstituirse con
un diluyente que contenia 3 mg de saponina por ml. Este procedimiento garantizdé un periodo de validez muy
largo para el antigeno concentrado (> 14 meses) y una proteccion de mas de 12 meses de duracion.

Debido al grado de exigencia de Mccp, la produccién de vacunas contra la PNCC es cara. Mccp requiere medios
muy ricos, el rendimiento es escaso, el procedimiento requiere un proceso de purificacion, y las vacunas
inactivadas también requieren cantidades mas grandes de antigeno que en el caso de las vacuna vivas.

Las vacunas contra la PNCC deben ser seguras. El hecho de que las cepas vivas de Mccp no induzcan
reacciones post-vacunales podria ser una ventaja para este tipo de vacuna. En el caso de las vacunas
inactivadas que contienen saponina, el efecto pro-inflamatorio de la saponina debe verificarse, porque puede
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variar en funcién del fabricante o del lote. No se recomienda vacunar a hembras gestantes debido a una posible
reaccion a la saponina. Dada la respuesta inmunitaria desencadenada por el adyuvante saponina, se puede
utilizar la serologia, y concretamente el C-ELISA especifico, tanto para el control de calidad de los lotes como
para un control seroldgico durante las camparfias de vacunacion (Peyraud at al., 2014). Algunos productores de
vacuna estan comprometidos con el cumplimiento de estos protocolos. En 2018, se cred una nueva técnica de
espectrometria de masas destinada a analizar la composiciéon de la vacuna. Permite cuantificar los péptidos
especificos de Mccp por comparacion con los de otros origenes, incluidos los que provienen de los componentes
del medio (Thiaucourt et al., 2018).

La vacuna contra la PNCC debe ser eficaz durante al menos 1 afio y proteger a los animales vacunados de la
enfermedad clinica.

Las directrices para la produccidon de vacunas veterinarias se indican en el Capitulo 1.1.8 Principios de
produccién de vacunas veterinarias. Las directrices aqui indicadas y las del capitulo 1.1.8 son de caracter
general y podrian tener que complementarse con requisitos nacionales o regionales.

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

2.1.1. Caracteristicas bioldgicas del indculo primario

Puede utilizarse cualquier cepa local de Mycoplasma capricolum subesp. capripneumoniae
debido a la homogeneidad de esta subespecie. La eleccion de la cepa dependera
principalmente de las caracteristicas de crecimiento: rapidez de crecimiento, facilidad de
concentracion y purificacion, etc.

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

Debe comprobarse que los lotes de in6culo son:

i) Puros

La pureza puede comprobarse eligiendo aleatoriamente 10 clones de Mccp a partir del
indculo y verificando la identidad de dichos clones utilizando, por ejemplo, una técnica de
PCR especifica (otras pruebas pueden no ser lo bastante especificas). Debido a lo
exigentes que son las cepas de Mccp, es probable que cualquier microorganismo
contaminante crezca mas que Mccp y que sea detectable mediante este procedimiento.

i) Inocuos

Normalmente no se observa ninguna reaccion inflamatoria cuando se inyectan cepas de
Mccp por via subcutanea a cabras susceptibles. Por lo tanto, es dificil (si es que es
necesario) establecer la inocuidad del inéculo.

iii) Eficaces
Las vacunas que se producen a partir de la cepa escogida deben inducir proteccion

cuando se producen de acuerdo con los procedimientos estandar y se inyectan a cabras
susceptibles nunca antes expuestas.

2.1.3. Validacién como cepa vacunal

Dado que no existe ningin modelo de animales de laboratorio para la PNCC, el inéculo tendra
gue validarse como cepa vacunal adecuada con cabras susceptibles al menos una vez. La
vacuna debe prepararse de acuerdo con los procedimientos estandar e inyectarse a cabras
susceptibles. Las cabras vacunadas y nunca antes expuestas deben ponerse en contacto con
animales infectados por la PNCC al menos 3 meses después de la vacunacion. El nivel
esperable de proteccién debe ser de al menos un 90% con un nimero de animales por grupo
que dé resultados estadisticamente significativos.

Si el proceso de vacunacion o la presentacion de la vacuna final difieren de la presentacion
original con la que se ha comprobado la proteccion, deberan realizarse otras pruebas para
comprobar la inmunogenicidad del nuevo producto final.
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2.2. Método de fabricacion

2.2.1. Procedimiento

Para producir la vacuna, en primer lugar se establece un inéculo de trabajo amplificando una
alicuota de in6culo primario liofilizado que se haya comprobado que induce proteccién. No
existe ningun requisito especifico en cuanto al tipo de medio que debe utilizarse siempre que
asegure un crecimiento satisfactorio de la cepa de Mccp. El nimero de pases desde el banco
de in6culo primario hasta la produccion del lote debe ser inferior a 5 (un pase corresponde a
una dilucién del in6culo a 1/200).

Deben concentrarse y purificarse células de Mccp. Tampoco en este caso existe ningun
requisito especifico para este paso, y los productores podrian escoger cualquier método que se
considere necesario, siempre que el producto final sea puro y esté libre de productos extrafios
procedentes del medio de cultivo. Por ejemplo, los cultivos pueden centrifugarse a alta
velocidad ((> 12.000 g) durante 20 minutos, el precipitado puede volver a suspenderse en un
volumen suficiente de PBS estéril para el lavado, y puede precipitarse Mccp de nuevo.

El antigeno de Mccp concentrado lavado puede diluirse para ajustar el contenido en proteina, y
liofilizarse. El contenido de cada vial se ajusta de tal manera que la cantidad final de proteina
sea de 0,15 mg por dosis una vez la vacuna estéa reconstituida. En esta fase puede tener lugar
una inactivacién primaria del antigeno concentrado mediante saponina.

La vacuna final se obtiene reconstituyendo el producto liofilizado con el volumen necesario de
diluyentes que contenga 3 mg de saponina por dosis. La saponina actia como agente
inactivante de la Mccp y como adyuvante.

NB: Cualquier procedimiento de produccién que modifique el contenido en antigeno y sus
caracteristicas o el tipo de adyuvante justifica una nueva validacion o verificacion del registro.

2.2.2. Requisitos para los ingredientes

No existen requisitos especificos. Para conocer los requisitos generales, por favor consulte el
capitulo 1.1.8, con especial atencién a los productos de origen biolégico procedentes de un
pais con riesgo insignificante de encefalopatias espongiformes transmisibles.

2.2.3. Controles durante el proceso

La pureza del crecimiento de Mccp puede evaluarse periddicamente con métodos rapidos
como la observacion de los cultivos en contraste de fases. Ello permitird comprobar si hay
contaminacion por bacterias con pared celular (micoplasmas con aspecto de diminutos puntos
grises visibles, mientras que las bacterias con pared celular son mas grandes y brillantes).

La ausencia de contaminantes del medio en el producto final concentrado de Mccp puede
evaluarse mediante técnicas como la SDS-PAGE (electroforesis en gel de dodecilsulfato de
sodio-poliacrilamida) utilizando controles como antigeno de Mccp y medio de produccion
diluido. La ausencia de contaminantes del medio asegura que la proteina proviene del antigeno
del micoplasma y no de posibles contaminantes.

La cantidad de antigeno de micoplasma en el producto concentrado se puede evaluar por su
contenido en proteina siempre que el porcentaje de proteinas distintas de las esperables sea
bajo. Toda técnica adecuada sera aceptable, como por ejemplo, la técnica del &acido
bicinconinico, siempre que se incluyan los controles apropiados en la prueba, por ejemplo,
patrones de albumina bovina o antigeno de referencia de Mccp.

Para evaluar la composicién final del antigeno de Mccp concentrado se puede utilizar la
espectrometria de masas (Thiaucourt et al., 2018). Esta técnica permite detectar y cuantificar
los contaminantes del medio que sigan presentes en el antigeno concentrado. Es
responsabilidad del productor de la vacuna definir, en el expediente de registro/validacién, qué
nivel de proteina distinta de la esperable es aceptable sin arriesgar la inmunogenicidad de la
vacuna.

Una vez el antigeno ha sido inactivado por saponina, la esterilidad se puede evaluar mediante
siembra de una muestra en medios adecuados que permitan el crecimiento de Mccp.
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2.2.4. Pruebas en lotes de producto final

i)

i)

ii)

Esterilidad

Deben aplicarse procedimientos estandar para comprobar la esterilidad en un nimero
representativo de viales (véase el Capitulo 1.1.9 Pruebas de esterilidad y ausencia de
contaminacion en los materiales bioldgicos de uso veterinario).

Inocuidad

Se pueden omitir las pruebas en lotes de producto final relativas a la inocuidad en
especies de destino (TABST - target animal batch safety tests) si en pruebas realizadas
con anterioridad a la autorizacién se ha comprobado la inocuidad del producto y se ha
aprobado en el expediente de registro, y si se ha aprobado la congruencia respecto al
proceso de produccion.

Cuando sea necesario, se realizara una TABST para detectar posibles reacciones
adversas andmalas locales o sistémicas. A los efectos de la liberacion del lote, se inocula
a un minimo de tres cabras seronegativas sanas, por la via de administracion
recomendada, al menos el doble de la dosis recomendada de la vacuna. Los animales se
observan durante un minimo de 14 dias para comprobar si presentan reacciones locales o
sistémicas a la vacunacion. Deben evaluarse todas las reacciones adversas atribuibles a
la vacuna, que podrian impedir la aceptacién del lote. Si la prueba de potencia se lleva a
cabo en la especie de destino, la observacion de la inocuidad durante esta prueba
también puede considerarse una alternativa a la realizacion de la prueba de inocuidad en
lotes de producto final que aqui se describe.

Potencia del lote

No es viable comprobar la potencia de los lotes en hospedadores susceptibles debido a
las dificultades de reproducir la PNCC. A los efectos de liberar el lote, pueden utilizarse
pruebas indirectas por motivos de viabilidad y de bienestar animal.

Las tres cabras nunca antes expuestas que se vacunan para la prueba de seguridad
deben presentar una seroconversién especifica persistente y un titulo alto respecto al
antigeno de Mccp durante al menos 2 meses tras la vacunacion. Lamentablemente, no se
ha determinado si la seroconversion detectada con las pruebas serolégicas que se utilizan
para la PNCC esté correlacionada con la proteccion del animal. No obstante, la deteccion
de una seroconversion especifica adecuada asegura que el producto analizado contiene
el antigeno correcto y que puede inducir una respuesta inmunitaria en animales
vacunados. Por el momento, puede utilizarse una inmunoelectrotransferencia (Abdo el et
al., 1998) para evaluar esta seroconversion. Algunas pruebas alternativas podrian ser la
CF o el C-ELISA, que detecta anticuerpos contra un solo epitopo. La prueba de la
aglutinacién en latex podria no utilizarse debido a que detecta anticuerpos contra un
polisacérido que puede hallarse en otros micoplasmas del grupo mycoides, ademas del
hecho de que no existen requisitos en cuanto al contenido en polisacérido de la vacuna
(todavia no se ha establecido el posible papel protector de la respuesta inmunitaria contra
los polisacéridos).

2.3. Requisitos para la aprobacion del registro

2.3.1. Proceso de fabricacién

Para la aprobacion de la vacuna, deben presentarse a las autoridades todos los datos
pertinentes relativos a la fabricacion de la vacuna y a las pruebas de control de calidad (véanse
los apartados C.2.1 y C.2.2). Esta informacion debe corresponder a tres lotes consecutivos de
vacuna de un volumen no inferior a 1/3 del volumen habitual de un lote industrial.

Los controles durante el proceso forman parte del proceso de fabricacion.

2.3.2. Requisitos de inocuidad

i)

Inocuidad en especies de destino y no de destino

A los efectos de conseguir la autorizacion, debe someterse un lote provisional de vacuna
a pruebas de toxicidad local y sistémica, administrando el producto por la via
recomendada a ocho cabras susceptibles, con el fin de realizar la evaluacion in vivo. Los
animales deberan observarse durante un minimo de 14 dias tras la inyeccion para
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comprobar si presentan reacciones locales o sistémicas. Debera evaluarse toda posible
reaccion adversa atribuible a la vacuna, que podria impedir la aceptacién de la vacuna.
Debido a la presencia de saponina en la vacuna, es posible observar una reaccion febril
transitoria, asi como una tumefaccion localizada.

ii)  Precauciones (peligros)

Mccp no es patdgena para el ser humano. La auto-inyeccién accidental puede inducir una
irritacion local debido a la presencia saponina en la vacuna.

2.3.3. Requisitos de eficacia

Para registrar una vacuna comercial, deben realizarse pruebas de eficacia (proteccion) en uno
0 mas lotes producidos segun el método estandar y que contengan la cantidad minima de
antigeno o el nivel de potencia minimo; cada futuro lote comercial debera analizarse antes de
ser liberado para garantizar que tiene el mismo nivel de potencia que se ha observado en el/los
lote/s utilizados en la/s pruebal/s de eficacia.

La eficacia (proteccidon) se determina en animales vacunados evaluando directamente su
resistencia al ser expuestos al agente patégeno vivo y en comparacién con animales control no
vacunados.

La eficacia se evaluara 3 meses después de la vacunacién mediante un método de contacto
por el cual se ponen en contacto cabras infectadas con animales vacunados y con animales
nunca antes expuestos. La tasa de proteccion se determinara en funcién de la presencia de
signos clinicos (dias con fiebre) y de las lesiones que se observan al sacrificar a los animales 1
a 2 meses después de que la enfermedad se haya iniciado en el grupo control. La tasa de
proteccion debe ser de al menos un 90% (+ 10).

Debido a que las cepas de Mccp se conservan, para evaluar la proteccion que confiere la
vacuna puede utilizarse cualquier cepa patdgena natural, siempre que se demuestre que es
patégena en el grupo control.

2.3.4. Vacunas que permiten una estrategia DIVA (deteccién de infeccién en animales vacunados)

No es aplicable a las vacunas actuales contra la PNCC.

2.3.5. Duracién de la inmunidad

Como parte del procedimiento de aprobacién del registro, debe exigirse al fabricante que
compruebe la duracion de la inmunidad (DOI) de las vacunas mediante pruebas de exposicion
o de otro tipo al final del periodo de proteccion indicado. En el caso de la vacuna contra la
PNCC inactivada por saponina, se estima que este periodo es de 1 afio.

2.3.6. Estabilidad

Como parte del procedimiento de registro/licencia, debe exigirse al fabricante que compruebe
la estabilidad de todas las propiedades de la vacuna al final del periodo de validez indicado.
Debera indicarse la temperatura de almacenamiento y advertir acerca de si el producto puede
resultar dafiado por la congelacion o por dejarlo a temperatura ambiente.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para la pleuroneumonia contagiosa caprina
(puede consultarse la
pagina web de la OIE: https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3)
Por favor, contacte con el Laboratorio de Referencia de la OIE para mas informacion sobre las pruebas de
diagnostico, los reactivos y las vacunas para la pleuroneumonia contagiosa caprina.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1991. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2021.
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