Generalizacion del uso de pruebas serologicas
en base a la deteccion de anticuerpos contra proteinas
no estructurales para la vigilancia activa
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La demostracion de que durante la infeccion por
virus de lafiebre aftosa (FA) se producen anticuerpos
contrael viriony contraproteinas no conformantes del
virion (conocidas como proteinas no estructurales -
PNE), fue la base para el desarrollo de técnicas
seroldgicas para diferenciar animales que han
experimentado replicacion viral, independiente de su
estado de vacunacion, de aquellos animales
inmunizados con vacunas en cuyo proceso de
manufactura se han removido las PNE.

A finales de la década de los 80, el avance de los
programas de control y erradicacion de Fiebre Aftosa
en Sudamérica, evidencid lanecesidad de contar con
pruebas paraladeteccion deactividad viral subclinica
en la poblacion animal que revelara con mayor
precision la situacion epidemiol 6gicay sustentarala
certificacion de éreas libres de FA. Los estudios
realizados por PANAFTOSA llevaron al desarrollo
de un sistema conformado por una ELISA 3ABC
indirecta como prueba tamiz seguida de un western
blot (EITB) como ensayo confirmatorio. A suvezen
otras regiones la necesidad de diferenciar animales
infectados de vacunados, particularmente para los
paises que tuvieran que utilizar vacunacion de
emergencia, llevo a desarrollo de pruebas basadas
en la deteccion de PNE.

A partir de los trabajos de PANAFTOSA, varias
pruebas inmunoenzimaticas que usan distintos
antigenos de PNE (recombinantes o sintéticos)
fueron disefiados en laboratorios nacionales e
internacionales de Estados Unidosy Europa (ELI1SA
2C Plum Island Animal Disease Center, ELISA 3B
United Biomedical Inc — UBI, ELISA 3ABC de
captura Pirbright /Brescia, ELISA 3ABC
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competitivo Lindholm - Dinamarca, ELISA 3ABC

INIA-Espafia). A la fecha se tienen descritos otros

ELISA-PNE que estan en fase de investigacion /

validacion. En latabla 1 se presenta un resumen de

las pruebas desarrolladas con |a caracteristica de
los antigenosy la aplicacion.

A finde atender lademandade estas pruebas, varios
laboratorios han establecido convenios con empresas
para la elaboracion de kits-listos para usar, y estén
disponibles comerciamente ( Embrabio, Bommeli /
Intervet, UBI). .

Antelaimportanciadel uso de los distintos ensayos
en diferentes situaciones epidemiol égicas, enlos Ultimos
anos se han realizado actividades tendientes a lograr
unaarmoni zacion internacional como:

1. La Accion Concertada de la Unién Europea, que
realizé estudios comparativos entre los reactivos de
Pirbright/ Brescia y los de PANAFTOSA, con
resultados muy similares

. El Grupo Ad hoc OIE), que reune alos expertos en
d tema. Este Grupo optd por considerar a sistema
de deteccion de ELISA 3ABC/ EITB como prueba
de referencia(index test) aser descrito en el Manual
delaOIE de edicion 2004.

. El Programa Coordinado de Investigacion (PCI)
delaAgenciaInternacional de Energia Atomica
-lIAEA de la FAO que en 1999, convocé a
expertos en el temay aparticipantes de 15 paises
de Asia, Sudamérica y Sudéfrica, a fin de
armonizar el uso de varios ELISA-PNE vy
establecer la sensibilidad y especificidad
diagnostica en cada pais. . De Sudamérica
participaron laboratorios deArgentina(2) , Brasil
(1)1, Colombia (1) Paraguay (1), Peru (1) y



Tabla 1
Pruebas de deteccion de anticuerpos contra PNE

LABORATORIO SISTEMA ANTIGENO APLICACION COMENTARIOS
PANAFTOSA ELISA - 3ABC- E.coli Bovinos Prueba tamiz y
EITB 3 A 3B, 2C, (ovinos/capr) Confirmatoria
3ABC, 3D conjugado Uso en Sudamé
purificados anti-especie rica para vigi-
lancia activa
Pirbright/ ELISA captura 3ABC- E.coli Rumiantes Uso en Europa
Brescia ELISA profile no purificado Porcinos Diferenciacion de
Monoclonal infectados/
vacunados
United Biomedical | ELISA- 1 Péptidos Rumiantes Usado en cerdos
Inc Sintéticos Porcinos en Asia
UBI - 3B,3A
INIA - Espana ELISA -1 3ABC- E.coli Bovinos Usado en Espafia
purificado Porcinos
Plum Island Animal | Varios ELISA 2C,3A 3B Rumiantes
Disease Center- baculovirus Porcinos
EEUU
Lindholm ELISA competitiva | 3ABC Todas las especies | En fase de
Dinamarca baculovirus validacion
no purificado
monoclonal
IAEA-Geelong Varios ELISA 3ABC En desarrollo/
Otros recombinante validacion

Uruguay (1). Bgjo el PCI se analizaron sueros
de animales infectados experimentalmente y/o
de brotes, y sueros de bovinos vacunados y
revacunados, correspondientes a zonas con
diferentes estados sanitarios como son de area
libre, &reas de bajo riesgo, areas bajo vacunacién
sistematica, entre otras. Los estudios se
realizaron con los reactivos de ELISA 3ABCy
EITB de PANAFTOSA, ELISA 3ABC de
Pirbright / Brescia, ELISA a péptidos de UBI y
ELISA competitiva-Dinamarca. Los resultados
se complementaron con otras técnicas como la
deteccion de anticuerpos a proteinas
estructurales, deteccién de anticuerpos anti-VIA,
deteccion de portadores por aislamiento de virus
de material esofégico-faringeo y por PCR.

Los resultados del estudio comparativo del PCI
muestran el comportamiento de los diferentes ensayos
en las distintas condiciones de los paises. En general,
paralossuerosbovinos, losensayosque usan € antigeno
3ABC mostraron mayor sensibilidad comparado con
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el antigeno de péptidos. Esto se observé tanto en los
estudios de sensibilidad analiticacomo en las muestras
de campo.

En tres de estos estudios se hizo un seguimiento de
bovinos posterior a la infeccion, demostrandose la
deteccidn de anticuerpos contra PNE hasta por lo
menos un afo post infeccion (Figura 1)

En cuanto alaespecificidad, losreactivosde EL I SA
con mayor sensibilidad mostraron menor
especificidad, siendo que paradl objetivo de deteccidn
deactividad viral para lavigilanciaactiva, el ELISA
3ABC demostré una muy alta sensibildad, y alta
especificidad usando el EITB como prueba
confirmatoria.

Esimportante anotar que estos estudios serealizaron
entre 1999 y 2001, y algunos de los ensayos se
trabajaron apartir delosbiol 6gicosrecibidosy no como
kits, y desde entonces se han producido cambios
respecto a la performance de estos ensayos. En base
alaexperiencia del uso de reactivos no ensamblados
como kits, paraeste afio, cuarto del PCI, se considera
sdlo el uso de loskits-listos para usar.
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Fig. 1 - Resultados de ELISA-PNE, muestras de bovinos post-infeccion.

SE CONCLUYE QUE

m EXxiste unademanda creciente de pruebas de deteccion
de anticuerpos contra PNE a nivel mundial.

Existen diferenciasenlasensibilidad y especificidad
delosdiferentesreactivos/ Kits, pero anivel pobla-
ciond las pruebas de PNE tienen similar desempefio.
Es necesaria una armonizacion internacional con
estandares (panel de sueros) entrelos diferenteskits/
reactivosdisponibles.

m Sedeberian establecer gjustesenlosnivelesde corte
de las pruebas de PNE de acuerdo a situacion
(vigilancia activa, vacunacion de emergencia).

El uso de reactivos bioldgicos resulta en alta
variabilidad, laprovisién dekitsmejorad desempefio
y uniformidad de los ensayos.

Es importante que las vacunas sean controladas
respecto a la induccion de anticuerpos de PNE.
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