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Pruebas serológicas y virológicas
para la vigilancia activa de la fiebre aftosa

Ingrid E. Bergmann, Viviana Malirat, Erika Neitzert

PANAFTOSA - OPS/OMS

INTRODUCCIÓN
A partir de 1988, cuando se implementa el Plan

Hemisférico de Erradicación de la Fiebre Aftosa
(PHEFA), el avance de los programas en Sudamérica
acentuó  la necesidad de contar con instrumentos
diagnósticos capaces de detectar inequívocamente la
actividad viral persistente en poblaciones de animales,
sometidos o no a vacunación. Esta evaluación era
esencial para establecer el progreso del Plan y cobraba
particular relevancia ante la falta de conocimiento sobre
el papel epidemiológico de los animales
persistentemente infectados, la potencial transmisión
de la infección intra e inter rebaños, y eventualmente
la capacidad de generar un foco clínico, conceptos
fundamentales para un programa de control y
erradicación de la fiebre aftosa.

Asimismo, la evaluación de infección persistente se
tornó particularmente relevante a partir de la nueva
visión de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE)
en lo que se refiere al reconocimiento de una región
libre de fiebre aftosa (FA), ya que no se basa solamente
en la ausencia de enfermedad sino también de
infección.

En respuesta a las nuevas exigencias del PHEFA,
en 1988, fue iniciada en el Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa (PANAFTOSA) OPS/OMS la
investigación de abordajes diagnósticos para evaluar
actividad viral persistente del virus de la FA (VFA) en
poblaciones animales, independientemente de la
condición de vacunación.

El presente trabajo resume la experiencia de
PANAFTOSA en lo que se refiere a la evaluación,
desarrollo, validación y aplicación de métodos y
enfoques diagnósticos para uso en la vigilancia activa
del VFA, con particular énfasis en la descripción del
sistema integrado por un ensayo inmunoenzimático
indirecto (I-ELISA 3ABC) para uso como prueba

“screening”, y un ensayo inmunoenzimático de
electrotransferencia (EITB) como confirmatorio de
muestras evaluadas como sospechosas mediante I-
ELISA 3ABC. También serán discutidos los criterios
para interpretación de resultados, así como una forma
más eficiente de análisis de los datos.

CONSIDERACIONES SOBRE MÉTODOS
BASADOS EN DETECCIÓN VIRAL

Evidentemente las pruebas basadas en la detección
directa del agente serían ideales para el diagnóstico de
infección persistente. Sin embargo y en función de
factores tales como vacunación, inmunidad, dosis
infectiva, huésped y virulencia de la cepa involucrada,
puede suceder que durante la infección persistente el
título viral sea considerablemente bajo, lo que podría
comprometer la sensibilidad de detección cuando se
usa el método convencional de aislamiento viral en
cultivo celular a partir de material de fluido esofágico
faríngeo (OP).

Asimismo, es interesante mencionar que resultados
obtenidos a partir de modelos experimentales de
animales persistentemente infectados para los cuales
fueron colectadas muestras mensualmente durante dos
años, evidenciaron que la recuperación viral era
ocasional, particularmente en etapas tardías de la
infección, sugiriendo que el resultado negativo podría
representar restricciones metodológicas. Tales
resultados demostraron que la sensibilidad de la prueba,
dependiendo de las circunstancias y de la etapa del
estado persistente, podía caer a valores inferiores al
50%, lo que torna la prueba inadecuada para la
detección  inequívoca de animales con infección
persistente.

Las técnicas de genética molecular han permitido el
desarrollo de instrumentos poderosos para definir
nuevos procedimientos para la detección del agente.
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En otra presentación de este seminario se ha descrito
el método de reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) para uso durante atención a un episodio. Con
relación a la detección de infección persistente durante
la vigilancia activa, los resultados obtenidos hasta el
presente indican que el PCR no consigue superar las
posibles restricciones metodológicas mencionadas. En
parte, esto podría estar asociado a la toma inapropiada
de muestras, una vez que no se tiene un conocimiento
preciso de los locales de persistencia. De hecho,
investigaciones llevadas a cabo en PANAFTOSA
identificaron secuencias de virus en varios órganos,
inclusive cuando era negativo el resultado de
aislamiento viral y PCR en OP. Evidentemente este
conocimiento constituye un prerrequisito esencial para
la adecuada toma de muestra destinada a la detección
directa del agente.

Además de las posibles restricciones metodológicas
mencionadas, las pruebas de detección viral, basadas
en aislamiento viral y PCR, tienen limitaciones
relacionadas a aspectos inherentes a los métodos en
si, a que no son prácticas ni económicas para uso en
grandes muestreos y a que requieren considerable
infraestructura de laboratorio.

Es importante resaltar que es necesario continuar
los trabajos para definir hasta que punto el PCR podría
ser utilizado para evaluar infección persistente,
principalmente como test confirmatorio de una serología
positiva. La disponibilidad de métodos robotizados de
PCR permitiría una considerable simplificación al
procesamiento.

CONSIDERACIONES SOBRE MÉTODOS
BASADOS EN DETECCIÓN DE
ANTICUERPOS

Debido a las restricciones de las pruebas directas
de detección viral, los esfuerzos fueron orientados
hacia la validación de métodos basados en la
detección de anticuerpos. Éstos presentan la ventaja
de ser más adecuados para levantamientos
epidemiológicos de gran escala, como los
proyectados para la región de Sudamérica, una vez
que son más rápidos, prácticos, económicos, fáciles
de ejecutar (permitiendo entrenamientos rápidos) e
inocuos.

Dado que el mayor desafío era el de detectar
infección persistente y su supuesta transmisión a
hospedadores susceptibles, el abordaje metodológico
debía ser: a) altamente sensible para detectar sueros
de bajo título, comunes durante la infección subclínica,
especialmente en etapas avanzadas de la persistencia,
sin importar la condición de vacunación; b) altamente
específico para evitar la distorsión del valor predictivo
en regiones de baja prevalencia, en las que
fundamentalmente iría a ser usado; c) manejado sobre
un enfoque poblacional para permitir evaluar la
transmisión silenciosa.

Una importante consideración para la validación de
un abordaje indirecto para evaluar infección, como es
la detección de anticuerpos, fue la inexistencia de una
prueba padrón oro, directa o indirecta, para detección
confiable de animales persistentemente infectados. Esto
era particularmente crítico si se tiene en cuenta que
los métodos indirectos no distinguen entre anticuerpos
inducidos por infección presente, persistente o pasada.

Era foco central durante la validación la evaluación
de persistencia al nivel de rebaños, lo que significaba
la posibilidad de presencia de varios portadores o aún
más importante la transmisión silenciosa del VFA por
parte de animales infectados a otros animales del mismo
o de otros rebaños. En este sentido, tuvo que ser
contemplado tanto un diseño adecuado del muestreo
como la interpretación apropiada de los resultados. Por
otro lado, el abordaje precisaba ser dirigido al desarrollo
de un instrumento único capaz de armonizar los
diferentes requisitos de precisión impuestos por cada
situación diagnóstica en la cual iría a ser usado
(situaciones epidemiológicas heterogéneas, coberturas
inmunológicas variadas, etc.).

Por último, el hecho que el sistema iría a ser aplicado
en regiones con alta cobertura inmunológica impedía
el uso de los métodos existentes, que detectan
anticuerpos contra proteínas capsidales.

ESTRATEGIA
La estrategia diagnóstica implementada fue dirigida

a la detección de anticuerpos contra proteínas no
capsidales (PNC) del virus que integran el complejo
de replicación que, en principio, sólo son inducidas
durante la infección y no como resultado de la
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inmunización con vacunas convencionales inactivadas
con BEI. Las PNC tenían la ventaja adicional de ser
altamente conservadas para todos los serotipos, de tal
forma que cualquier serotipo podrá ser identificado en
una única prueba.

Debe tenerse en cuenta, además de las razones
mencionadas, que el abordaje seleccionado
representaba el primer estudio sobre el uso de PNC.
No se disponía de información sobre la respuesta de
anticuerpos en animales infectados, como tampoco a
respecto de la presencia de PNC en vacunas y la
consecuente inducción de anticuerpos en animales
inmunizados.

En este contexto los primeros esfuerzos fueron
orientados a evaluar simultáneamente y discriminar en
forma individual las potenciales diferencias del perfil
de la respuesta de anticuerpos contra cinco PNC
recombinantes, que podían ser inducidas bajo varias
condiciones experimentales y/o  de campo. Con base
en los resultados obtenidos fue identificado el antígeno
más adecuado para una prueba única de I-ELISA:
3ABC o 3AB. Este I-ELISA fue diseñado
originalmente para reducir el riesgo de perder un suero
positivo, reforzando la especificidad a través de una
prueba confirmatoria. Consecuentemente, fue validado
un sistema compuesto por una prueba “screening”, el
I-ELISA 3ABC, de alta sensibilidad, seguido por
confirmación de muestras reactivas o sospechosas por
el método EITB de alta especificidad que usa cinco
antígenos no capsidales recombinantes como sondas
serológicas 3A, 3B, 2C, 3D y 3ABC.

Para alcanzar los más altos valores posibles de
sensibilidad, especificidad y reproductibilidad, los
antígenos recombinantes fueron purificados a
homogeneidad por electroelución a partir de geles para
los antígenos 3A, 3B, 2C y 3ABC, y por columna de
afinidad para el antígeno 3D. No fue considerada la
alternativa del uso de un I-ELISA para cada uno de
los cinco antígenos debido a las limitaciones que eso
traería para el uso en grandes muestreos.

PROCESO DE VALIDACIÓN
Las diferentes etapas seguidas a lo largo del proceso

de validación están descritas en el CD “Herramientas
seroepidemiológicas (I-ELISA 3ABC / EITB) en la

vigilancia activa de la fiebre aftosa”, PANAFTOSA
OPS/OMS, 2003, distribuido durante el presente
seminario. Sigue un resumen de dicho proceso.

CARACTERÍSTICAS DE DESEMPEÑO
Todas las etapas comprendidas en la definición de

las características de desempeño como en la validación
a campo fueron sustentadas por la disponibilidad de un
gran espectro de relevantes modelos experimentales y
de campo. Estos habían sido diseñados con base en la
gran experiencia de PANAFTOSA en lo que se refiere
a la infección persistente del VFA como también a la
estrecha colaboración con los Laboratorios de los
Servicios Nacionales de la región. Entre otros, los
modelos estudiados incluyeron: seguimiento de animales
persistentemente infectados en forma experimental y
a campo durante 1 ó 2 años, con y sin vacunación;
animales inmunizados y reinmunizados con vacunas de
diversas fuentes y en diferentes condiciones; muestreos
extensivos de campo representando diferentes
situaciones epidemiológicas; y seguimiento de focos
en función del tiempo con y sin vacunación.

Podemos resumir que en las condiciones analizadas
contamos con características de desempaño de
sensibilidad y especificidad excelentes para detección
de infección persistente. El valor de sensibilidad del I-
ELISA 3ABC / EITB obtenido con muestras pareadas
de OP y sueros en varios bovinos vacunados o no,
expuestos al VFA en condiciones controladas indicó
que la sensibilidad del I-ELISA 3ABC / EITB relativa
a muestras OP positivas (aquellas en que se aisló virus)
es de 100% (n=428). En cambio, la sensibilidad de OP
relativa a I-ELISA 3ABC / EITB positivos en estos
animales (n=861) es solo de 46.9%. La especificidad
resultó de por lo menos 99.2% para el I-ELISA 3ABC
y de 100% para EITB en áreas sin vacunación.

Entre las variables que podían afectar la aplicación
del sistema era prioritaria la evaluación de la potencial
interferencia de vacuna. Las vacunas producidas de
partículas del VFA parcialmente purificadas y
totalmente inactivadas pueden contener cantidades
variables de algunas o de todas las PNC las cuales
bajo condiciones apropiadas de presentación podrían
inducir una respuesta de anticuerpos en animales
inmunizados. Como no se disponía de información a
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respecto de la presencia de PNC en las preparaciones
de vacunas y como la potencial inducción de
anticuerpos en animales vacunados no se conocía, nos
concentramos en el análisis de potencial interferencia
de vacuna tanto bajo condiciones controladas como a
campo.

El sistema probó ser efectivo para confirmar
ausencia de actividad viral en la población animal
independientemente de la condición de vacunación.
Fue demostrada ausencia de interferencia en alrededor
de 10.000 sueros de animales vacunados, aún cuando
sometidos a condiciones de vacunación no
convencional que llevaran a un aumento de la
respuesta inmune (vacunas altamente concentradas
y/o intervalos de vacunación menores a los utilizados
durante la vacunación sistemática) con antígenos
producidos en laboratorios de América del Sur. Por
otro lado, y dado que los modelos controlados no
reflejan la compleja situación de campo en la que
trazas de PNC pueden inducir respuestas después de
múltiples ciclos de inmunización con vacunas de
diferentes productores, o también actuar como
“boosters” en bovinos con bajos títulos de anticuerpos
contra la replicación viral, la evaluación fue extendida
a condiciones de campo. Los resultados de
aproximadamente 6.600 sueros de animales
vacunados de diferentes regiones sin histórico para
el VFA durante por lo menos los cuatro años anteriores
a la colecta de las muestras, indicaron valores de
especificidad en poblaciones con vacunación
sistemática de 97.9% y 95.2% para I-ELISA 3ABC,
y de 99,97% y 99.7% para EITB, en animales menores
y mayores de 2 años, respectivamente.

Los criterios de validación / interpretación fueron
reforzados a través de la implementación, validación y
aplicación en gran escala de estos métodos en la
vigilancia regional en los Laboratorios de los Servicios
Nacionales de casi todos los países de América del
Sur. Regiones con categorías epidemiológicas definidas
y en diferentes etapas del programa de erradicación
fueron englobadas. La transferencia del sistema a los
laboratorios requirió validar su uso a través de un panel
de sueros confiable de la región correspondiente, como
también certificar la ausencia de interferencia de
vacunas en uso en el país. De esos laboratorios se

reunieron resultados de aproximadamente 380.000
pruebas solamente durante el año 2001.

El sistema también ha sido validado en laboratorios
de referencia de la OIE a través del uso de paneles de
sueros representativos. Las pruebas fueron realizadas
en el Laboratorio Mundial de Referencia de FA
(Pirbright, UK) y en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Italia en Brescia. Además, el sistema I-
ELISA 3ABC / EITB fue incorporado al Manual de
Standards de Pruebas de Diagnóstico y Vacuna de la
OIE, 2000, y está siendo considerado como test de
referencia para el Manual de Standards de OIE, 2004.

CRITERIOS DE INTERPRETACIÓN
El proceso básico de validación indicó algunas

consideraciones a ser aplicadas para la evaluación más
eficiente de los resultados para uso en vigilancia:
a. La aplicación del EITB como prueba confirmatoria

es crítica ya que permite elucidar si los resultados
de los sueros, particularmente de aquellos que se
resuelven con valores cercanos al punto de corte
del I-ELISA 3ABC, y que pueden derivar de
diferentes situaciones de campo, provienen o no de
animales con infección del VFA, presente,
persistente o pasada. Esto se debe a la capacidad
del EITB de identificar anticuerpos específicos de
infección contra varias proteínas virales en un único
ensayo. En este contexto, para la interpretación del
EITB, el análisis del perfil de reactividad relativa
entre los diferentes antígenos suministra información
adicional para complementar los criterios de
interpretación, ya que la respuesta de anticuerpos a
la infección presenta siempre perfiles típicos de
reactividad en el EITB.

b. También se puede evaluar el riesgo de circulación
de virus dentro del rebaño. En este sentido, el análisis
de los resultados de acuerdo a la distribución etaria
constituye un excelente indicador del riesgo de
transmisión viral de animales persistentemente
infectados a la población más joven. Esto es
particularmente relevante cuando se está
confirmando ausencia de actividad viral dentro de
un rebaño, que es evidenciada por la ausencia de
seroconversión de los animales jóvenes, mismo que
aún haya anticuerpos presentes en la población de
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animales adultos, reflejando o bien infección pasada
o persistente, sin embargo no capaz de ser
transmitida.

c. Un espectro más amplio de interpretación de los
resultados del I-ELISA 3ABC se obtiene cuando los
resultados son analizados en términos de distribución
de frecuencia de los niveles de reactividad  de
anticuerpos, y no solamente a través de clasificación
de resultados negativos / positivos. O sea, la
evaluación de cada población como un todo exhibe
un perfil de reactividad de anticuerpos reflejando su
potencial grado de riesgo. En este contexto, fue
diseñada una presentación gráfica que incluye 6
categorías de reactividad. La misma permite inferir
rápidamente el grado de riesgo epidemiológico en
regiones definidas, reflejado por distintos perfiles de
respuesta de anticuerpos en el I-ELISA 3ABC.
Además, estos perfiles permiten un seguimiento
rápido de focos en función del tiempo, como también
acompañar la dispersión geográfica del episodio.

CONCLUSIONES Y LÍNEAS FUTURAS
La gran flexibilidad del sistema permite una

interpretación cualitativa y cuantitativa, que integrada
a las informaciones epidemiológicas apoya la evaluación
de riesgo en los escenarios heterogéneos de campo de
América del Sur.

En resumen, el sistema puede ser usado con
seguridad para la confirmación de actividad viral
teniendo en cuenta algunas consideraciones tales como
un diseño adecuado de muestreo, la estratificación
etaria, conocimiento del último episodio en la región,
sistema productivo, esquemas de vacunación, el uso
de varios valores de corte en ciertas circunstancias y
el uso de vacunas controladas. Bajo estas condiciones
puede ser aplicado para: a) establecer persistencia al
nivel de rebaño, incluyendo su potencial transmisión a

hospedadores susceptibles; b) evaluación de riesgo a
través de perfiles de reactivdad de I-ELISA 3ABC en
substitución a una clasificación de positivos y negativos;
c) seguimiento de riesgo luego de episodio a través de
la distribución de los perfiles serológicos mencionados
(tiempo / espacio).

Futuras líneas incluyen: a) incentivar uso en ovinos
para confirmar los criterios de desempeño establecidos;
complementar validación para otros hospedadores b)
identificar puntos críticos durante el proceso de
producción de vacuna que podrían generar interferencia
de las vacunas en las pruebas. Armonizar exigencias
de pureza de vacuna en la región; c) ampliar estudios
del papel epidemiológico de portadores. En este
contexto se ha distribuido un proyecto para definición
de modelos experimentales y de campo que viabilicen
los estudios necesarios; d) armonizar el uso y
desempeño de pruebas serológicas para vigilancia. Esto
comprende el uso de kits completos con control de
calidad en PANAFTOSA; Establecer un formato único
para la región del sistema diagnóstico para vigilancia
activa; Apoyar a PANAFTOSA en la conformación
de paneles internacionales de referencia para sustentar
la definición del sistema como test de referencia de
OIE; Garantizar la capacidad de los laboratorios que
usan el sistema a través de auditorias de garantía de
calidad interna y refuerzo del control de calidad externo;
Promover un foro permanente de intercambio de
resultados.
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