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DESEMPENO DE UN ENSAYO INMUNOENZIMATICO DE
ELECTROTRANSFERENCIA RAPIDO PARA LA DETECCION DE BOVINOS
EXPUESTOS AL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

Ingrid E. Bergmann, Viviana Malirat
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Se evaluo la efectividad de un ensayo inmunoenzimélico de electrotransferencia (EITB) para la
deteccién de anticuerpos contra antigenos de replicacion del virus de la fisbre aftosa (VFA) en
bovinos expuestos al mismo. El ensayo EITB, que utiliza como sondas seroiGgicas antigenos virales
no estructurales producidos por bioingenieria y altamente purificados, se compard con la prueba
tradicional de inmunodifusion en gel de agar (prueba VIAA), que emplea un antigeno asociado a la
infeccion viral parcialmente purificado.{Se evalué la sensibilidad y especificidad de ambas pruebas
mediante el estudio de 110 sueros de bovinos naturaimente expuestos, y con comprobado estado
de infeccién, asi como de sangrias seriadas de 25 animales infectados experimentaimente, y de
1.899 sueros de animales de regiones libres de FA (1.058 de los cuales provenian de bovinos
vacunados sistematicamente). Ademas se realizaron estudios en 43 bovinos para evaluar la
sensibifidad de estas pruebas para reconocer animales persistentemente infectados. Los resulta-
" dos indicaron que, comparado con Ja prueba VIAA, el ensayo EITB es més sensible y especifico
para detectar bovinos expuestos al VFA, aun durgnte la infeccion persrstente y especiaimente en
regiones con vacunacion sistemética. Por lo tanto Tse recomienda el uso del EITB como una prueba
sensible, segura, raprda y econdmica para la deteccion especifica de expos;c#on viral en el campo.

Debido a 1a habilidad del virus de la ﬁcbre

aftosa (VFA) de establecer infeccion subclinicaen |

bovinos y otros rumiantes (3,6,9,10,15,16,17), el
desarrollo de métodos confiables para la deteccion
de actividad viral asintomética en una poblacion

“animal seria una contribucidén importante, tanto
para los programas de erradicacion vigentes en
América del Sur cuanto para ¢l comercio interna-
cional de ganado y subproductos de origen ani-
mal.

Solicitar separatas al:
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
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En regiones endémicas donde se realizan
programas sistemdticos de vacunacion, la identi-
ficacién de bovinos infectados debe basarse en
pruebas capaces de diferenciar los animales infec-
tados de aquellos que estan solamente vacunados.
Mientras que- las vacunas inducen anticuerpos
principalmente contra antigenos estructurales, la
replicacion viral en el hospedador induce, ademds
de’anticuerpos contra proteinas estructurales,
aquellos correspondientes a las proteinas no
estructurales. Asi, los animales infectados pueden
ser identificados en forma confiable medianie 1a
deteccion de anticuerpos especificamente induci-
dos contra antigenos no estructurales y por lo tan-
to, contra ¢l virus replicativo.



El uso del(de los) antigeno(s) asociado(s)
a_)a infeccion viral (VIAA), formado por una
mezcla compleja de proteinas de las cuales la
polimerasa 3D es un componente principal, como
sonda seroldgica en una prueba de inmunodifusion
en gel de agar (prucba VIAA) (J,7.11,12)
constituy¢ una herramienta valiosa para evaluar
¢l estado de infeccion en bovinos vacunados.

Debido a la baja sensibilidad de la prueba
VIAA, una cantidad considerable de animales
expuestos puede dar resultados falso-negativos,
especialmente en los estados tardios de la infeccién
persistente, durante los cuales hay una disminu-
cion significativa de los niveles de anticuerpos
especificos de infeccion (4). Esto es especialmen-
te importante en las pruebas para importacion y
exporiacion, y para evaluar la actividad viral resi-
dual en regiones con programas avanzados de
erradicacion, Ademas, resultados VIAA positivos
pueden ser inducidos por vacunas actualmenie
usadas que contienen una elevada concentracién
de antigenos de VFA impuros, especialmerite
después de repetidas vacunaciones (2,4,5, /4). Esto
puede dar un elevado porcentaje de resultados fal-
so-positivos, no aceptable, que interferiria en la
evalvacion de muestreos seroepidemioldgicos, es-
pecialmente en poblaciones con baja prevalencia
de FA, -

Para superar las limitaciones mencionadas,
el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
desarrollé un ensayc inmuneoenzimatico de
electrotransferericia (EITB) seguro, rdpido, de bajo
costo y simple ejecucion, capaz de identificar
animales con infeccion persistente, independiente
de su-estado de vacunacion {4, /3). Usando solo
una pequefia cantidad de suero, este ensayo per-
mite detectar anticuerpos contra los polipéptidos
34, 3B, 2C, 3D y 3ABC producidos por el virus
durante su replicacién en el hospedador. Utilizan-
do este método se demostro la eliminacion de re-
sultados falso-negativos obtenidos mediante la
pruecba VIAA en sueros con titulos bajos, asi como
de resultados falso-positivos de la prucba VIAA,

ocasionados por la reactividad de sueros de

animales vacunados (4).

El objetivo de este estudio fire extender
trabajos anteriores sobre sensibilidad, especifici-
dad y confiabilidad det EITB para detectar
animales positivos al VFA, incluyendo aquelios
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infectados subclinicamente, independiente de su
estado de vacunacion.

El ensayo utiliza como sondas sero!ogtcas
un conjunto de antigenos virales no cstructuralcs
obtenidos por técnicasde ADN recombinante, pu-
rificados hasta homogeneidad electroforética (/3).
Una mezcla de 20 ng/mm de cada una de las pro-
teinas no estructurales del VFA, 3A, 3B, 2C, 3Dy
3ABC se resuelve por clectroforesis en un gel de
poliacrilamida al 12,5% y se transficre a mem-
branas de nitrocelulosa. Las reacciones
inmminoenzimaticas se realizan de acuerdo con lo
descripto (13). El ensayo es utilizado como una
prueba de screening en una Gnica dilucién. Como
alternativa se puede obtener informacion
semicuantitativa a través de la titulacion de los
SUETos reaccionantes, _ '

Para cada hoja de nitrecelulosa que define
un gel transferido se deben incluir duplicados de
los sueros controles. Estos sueros controles
primarios incluyen: a) un control positive prove-
niente: de un pool de sueros de animales
comprobadamente infectados; b) un control posi-
tivo débil proveniente de un poo! de sueros de
aniimales que mostraron un nivel de anticaerpos
igual al mas alto registrado por EITB en regiones
de muy bajo riesgo epidemioldgico (tres afos
después del iltimo brote); ¢) un conirol limite (cui-
off) proveniente de un pool de sueros con 1a maxi-
ma reactividad observada por EITB en animales
de regiones . libres de FA, sin vacunacién; d) un
control negativo provemente de un pool de sueros
de animales en- regiones llbres de FA, sin
vacunacion.

Para que ¢l ensayo sea valido, las tiras con
los sueros controles positivos, débilmente positi-
vos y los cut-off deben mostrar reaccién con todos
los antigenos, mientras que las tiras de suero
control negativo no deben mostrar ainguna -
reactividad. Una muestra se considera EITB ne-
gativa si todas las bandas de proteina viral estin
por debajo de la reactividad del control cut-off, o
si un mAximo de dos lineas de antigenos estan por
encima del nivel del control cuf-off. Una muestra
se considera EITB positiva si los cinco antigenos
muestran reactividad igual o superior al nivel del
control cut-off. Una muestra es indeterminada si
los criterios para positive o negativo amba men-
cionados no son alcanzados.

Bol. Cents, Panam. Fisbre Aftosa, 61, 1995
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La sensibilidad fuc cstimada por la
evaluacion de 110 sueros de animales involucrados
en brotes de campo y comprobadamente infectados,
recolectados 20 dias después del aparecimiento de
la enfermedad. Como se ve en el cuadro I, el EITB
identifico correctamente todos los sueros de los
bovinos infeciados como positivos. También se
muestra una comparaciéon con los resultados
obtcnidos por la prueba VIAA. Solo 88 de cstos
sucros fueron positivos por la prucba VIAA. La
poblacion positiva al VFA también incluyd 10 bo-
vines vacunados y 15 sin vacunar que fueron ino-
cutados con VFA. Los sueros antes de la
inoculacién fueron negativos por ambas prucbas,
VIAA y EITB, pero a los 14 dias posinoculacion
todos los sueros dieron resultados EITB positivos,
independienie de la vacunacion. En este caso, to-
das las muesiras fueron VIAA positivas, aungue
con titutos de 10 a varios miles de veces mas bajos
que los obtenidos por ¢l méiodo EITB. Estos re-
sultados indican que la sensibilidad del EITB,
usando ¢l nivel de cur-off mencionado, ¢s de 100%,

Sin embargo continia la pregunta sobre la
sensibilidad de 1a prueba de EITB para reconocer
animales persistentemente infectados por VFA en
los estados tardios de la infeccién, durante los
cuales los titulos de los sucros serian bastante bajos,
y ¢l estado de infeccion del animatl es dificil de
evaluar con seguridad (<) por los procedimientos
disponibles en ¢! presente (5). Con este propdsito
se realizaron estudios en un grupoe de 15 animales
no vacunados, infectados experimentalmente, y

“mantenidos ¢n aislamiento por dos afios. Se
tomaron muestras seriadas de fluidos esofigico-
faringeos (EF) y de sangre a intervalos de 15 6 30

dias. Los resultados indican que Ia prueba EITB
és adecuada para delectar, consistentemente,
anticuerpos del VFA persistentes en los estados
tardios de la infcecidn, durante los cuales los re-
sultados de la prueba VIAA ya no fueron positi-
vos, y el virus no fue recuperado de fiuidos EF, o
solo lo fue ocasionalmente. El cuadro 2 muestra
los datos de 4 de fos 15 animales estudiados.
Conclusiones similares fueron deducidas de un
grupo de ocho bovinos vacunados infeclados ex-
perimentalmente y otro de 20 animales infeciados
naturalmente y sometidos a vacunacion sistemati-
ca {datos no mostrados). .

Fl hecho de que varios animales estudiados
mantenian seropositividad por EITB, aun después
dc los 350 dias del dltimo aislamiento de VFA
(ejemplos en los animales A y D, cuadro 2), indi-
ca que los anticuerpos contra los antigenos de
replicacion persisten por mas tiempo que ef virus
en la regi6n EF, por lo menos ceando se aplican
los métodos actualmente en uso. Por o tanto, la
prucba EITB permite la deteccion de animales con
previa exposicion al VFA con mayor sensibilidad.
En contraposicion, la prueba VIAA vya se torna
negativa, aun en tiempos en que el virus todavia
puede ser recuperado frecuentemente de fluidos
EF (cuadro 2).

Se evalud la especificidad en un grupo de
sueros de bovinos de regiones libres de FA, como
El Salvador, Panami, Chile, la Patagonia argenti-
na y Uruguay, asi como en sueros de bovinos
seleccionados para las pruebas de potencia de

- vacunas. Los resultados de este estudio se

presentan en el cuadro 3 y muestran que 1o se
observaron sueros positivos por EITB. Sin embar-

CUADRO 1. Resultados del EiTB y de |a prueba ViAA en

. bovinos positivos al VFA

Animales positivos Total Prueba VIAA EITB
al VFA SUEros +) {~) {+) {3
‘Naturalmente infectados 110 88 2 110 o
Experimentaimente infec-

tados (vacunados) .10 10 1] 10 o
Experimentalmente infec-

tados {sin vacunary 15

15 0 15 0

Bergmann y Malwrat



CUADRO 2. Frecuencia de determinaciones positivas por recuperacion de virus (EF),
pruebas VIAA y EITB durante el curso de infecciones persistentes

Dias posinfeccion

Hasta 150 150-300 300-450 450-800 600-750
Bovino
EF VIAA EITB EF ViAA EITB EF VIAA EITB EF VIAA EITB  EF VIAA EITB
A 441 1011 141 310 1010 1010 5 O 56 os 05 55 05 05 55
B 1011 1011 1i/1 5A0 10M0 10/10 2/5 05 SIS W oS 55 1/6 . 0f6 6/6
C &Mt 1011 11411 2140 810 10/0 1456 o5 55 15 05 5/5 25 OS5 515
D M1 101 1111 4140 810 10M0 25 o5 S5 15 05 5/5 0/5 OS5 55
* Numero de positivos/N(mero de determinaciones totales.
CUADRO 3. Especificidad del EITB y de la prueba VIAA
Regién libre Total Inferpretacion de EITB Prueba VIAA
de FA sueros :
Positivo Indeterminanie Negativo Positive  Negativo
" Sin vacunacion B41 0 2 839 0 . 841
Con vacunacién 517 0 2 515 21 496
(< 2 aiios)
Con vacunacion 541 0 6 535 36 505
(> 2 aiios) -

Bol. Centr. Panain. Fiebre Aftosa, 61, 1993
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go, algunos de estos sueros dieron reaclividad
indeterminada, aunque débil. Los valores de
especificidad por EITB fueron 99,8% en las dreas
libres sin vacunacién, 99,6% y 98,9% para los
animales con menos 0 mas de dos afios de edad,
respectivamente, en las dreas libres con
vacunacion. Al contrario, la prueba VIAA diouna
especificidad mucho mis baja, especialmente en
Ias regiones con vacunacion sistematica (95,9%y
93,3% en animales con menos o mds de dos afios
de edad, respectivamente), Esto probablemente
resulta de la interferencia de las vacunas, que bajo
los programas actuales de inmunizacion utilizan
antigenos concentrados.

Adenids, como ya se informé (), Ia
respuesta de sueros de animales infectados con
virus bovinos a ARN (diarrea viral bovina, lengua
azul, coronavirus bovinoe, peste bovina, estomatitis
vesicular, ficbre efimera del bovino) o virus a ADN
{estomatitis papular bovina, rinotraqueitis infec-

ciosa bovina, herpes bovino tipo 2, fiebre catarral

_maligna) indicaron falta de reactividad cruzada.

Se obtuvieron resultados salisfactorios de
variabilidad inter ¢ intracnsayo cuando se evalug
la reproducibilidad de la prueba utilizando
muestras deébilmente positivas.

La alta especificidad y sensibilidad del
método, asi como su simple y rapida ejecucion,
bajo costo, y ficil implementacidn, que permite el
estudio de varias muestras, lo hace adecuado para
seleccionar animales durante las prucbas para
importacidn y exportacién asi como para la
realizacién de encuestas seroepidemioldgicas en
gran escala. En regiones con vacunacion sistema-
tica es especialmente importante, pues la
evaluacion precisa de la actividad viral es una
contribucién esencial para la decisién de continu-
ar o suspender la vacunacion,
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