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Generalizacion del uso de pruebas serologicas
en base a la detección de anticuerpos contra proteínas

no estructurales para la vigilancia activa

Ana María Espinoza

Consultora – Perú

La demostración de que durante la infección por
virus de la fiebre aftosa (FA) se producen anticuerpos
contra el virion y contra proteínas no conformantes del
virion (conocidas como proteínas no estructurales -
PNE), fue la base para el desarrollo de técnicas
serológicas para diferenciar animales que han
experimentado replicación viral, independiente de su
estado de vacunación,  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 erradicación de Fiebre Aftosa
en Sudamérica,  evidenció la necesidad de contar con
pruebas  para la detección de actividad viral subclínica
en la población animal que revelara con mayor
precisión la situación epidemiológica y sustentara la
certificación de áreas 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 su vez en
otras regiones la necesidad de diferenciar animales
infectados de vacunados, particularmente para los
países que tuvieran que utilizar vacunación de
emergencia, llevó al desarrollo de pruebas basadas
en la detección de PNE.

A partir de los trabajos de PANAFTOSA, varias
pruebas inmunoenzimáticas que usan distintos
antígenos de PNE (recombinantes o sintéticos)
fueron diseñados en laboratorios nacionales e
internacionales de Estados Unidos y Europa (ELISA
2C Plum Island Animal Disease Center, ELISA 3B
United Biomedical Inc – UBI, ELISA 3ABC de
captura Pirbright /Brescia, ELISA 3ABC

competitivo Lindholm - Dinamarca, ELISA 3ABC
INIA-España). A la fecha se tienen descritos otros
ELISA-PNE  que están en fase de investigación /
validación. En la tabla 1 se presenta un resumen de
las pruebas desarrolladas con  la característica de
los antígenos y la aplicación.

A fin de atender la demanda de estas pruebas, varios
laboratorios han establecido convenios con empresas
para la elaboración de kits-listos para usar, y están
disponibles comercialmente ( Embrabio, Bommeli /
Intervet, UBI). .

Ante la importancia del uso de los distintos ensayos
en diferentes situaciones epidemiológicas, en los últimos
años se han realizado actividades tendientes a  lograr
una armonización internacional como:
1. La Acción Concertada de la Unión Europea, que

realizó estudios comparativos entre los reactivos de
Pirbright/ Brescia y los de PANAFTOSA, con
resultados muy similares

2. El Grupo Ad hoc OIE), que reune a los expertos en
el tema. Este Grupo optó por considerar al sistema
de detección de ELISA 3ABC / EITB como prueba
de  referencia (index test) a ser descrito en el Manual
de la OIE de edición 2004l.

3. El Programa Coordinado de Investigación (PCI)
de la Agencia Internacional de Energía Atómica
-IAEA de la FAO que en 1999, convocó a
expertos en el tema y a participantes de 15 países
de Asia, Sudamérica y Sudáfrica, a fin de
armonizar el uso de varios ELISA-PNE  y
establecer la sensibilidad y especificidad
diagnóstica en cada país. . De Sudamérica
participaron laboratorios de Argentina (2) , Brasil
(1)l, Colombia (1) Paraguay (1), Perú (1) y
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Uruguay (1). Bajo 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 área
libre, áreas de bajo riesgo, áreas bajo vacunación
sistemática,  entre otras.  Los estudios se
realizaron con los reactivos de ELISA 3ABC y
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
detección de anticuerpos a proteínas
estructurales, detección de anticuerpos anti-VIA,
detección de portadores por aislamiento de virus
de material esofágico-faríngeo y por PCR.

Los resultados del estudio comparativo del PCI
muestran el comportamiento de los diferentes ensayos
en las distintas condiciones de los países. En general,
para los sueros bovinos, los ensayos que usan el antígeno
3ABC mostraron mayor sensibilidad comparado con

el antígeno de péptidos. Esto se observó tanto en los
estudios de sensibilidad analítica como en las muestras
de campo.

En tres de estos estudios se hizo un seguimiento de
bovinos  posterior a la infección, demostrándose la
detección de anticuerpos contra PNE hasta por lo
menos un año post infección (Figura 1)

En cuanto a la especificidad, los reactivos de ELISA
con mayor sensibilidad  mostraron menor
especificidad, siendo que para el objetivo de detección
de actividad viral para  la vigilancia activa, el ELISA
3ABC demostró una muy alta sensibildad, y alta
especificidad usando  el EITB como prueba
confirmatoria.

Es importante anotar que estos estudios se realizaron
entre 1999 y 2001, y algunos de   los ensayos se
trabajaron a partir de los biológicos recibidos y no como
kits, y desde entonces se han producido cambios
respecto a la performance de estos ensayos. En base
a la experiencia del uso de reactivos no ensamblados
como kits, para este año, cuarto del PCI,  se  considera
sólo el uso de  los kits-listos para usar.

LABORATORIO SISTEMA ANTÍGENO APLICACIÓN COMENTARIOS 

PANAFTOSA ELISA –I 
EITB 
 

3ABC- E.coli 
3 A, 3B, 2C, 
3ABC, 3D 
purificados 

Bovinos 
(ovinos/capr) 
conjugado 
anti-especie 

Prueba tamiz y 
Confirmatoria 
Uso en Sudamé 
rica para vigi- 
lancia activa  

Pirbright/ 
Brescia 

ELISA captura 
ELISA profile 

3ABC- E.coli 
no purificado 
Monoclonal 

Rumiantes 
Porcinos 

Uso en Europa 
Diferenciación de 
infectados/ 
vacunados 

United Biomedical 
Inc 
UBI -  

ELISA- I Péptidos 
Sintéticos 
3 B, 3A 

Rumiantes 
Porcinos 

Usado en cerdos 
en Asia 

INIA - España ELISA -I 3ABC- E.coli 
purificado 

Bovinos 
Porcinos 

Usado en España 

Plum Island Animal 
Disease Center- 
EEUU 

Varios ELISA 2C, 3 A, 3B 
baculovirus 

Rumiantes 
Porcinos 

 

Lindholm 
Dinamarca 

ELISA competitiva 3ABC 
baculovirus  
no purificado 
monoclonal 

Todas las especies 
 

En fase de 
validación 

IAEA-Geelong 
Otros 

Varios ELISA 3ABC 
recombinante 

 En desarrollo/ 
validación 

 

Tabla 1
Pruebas de deteccion de anticuerpos contra PNE
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SE CONCLUYE QUE
� Existe una demanda creciente de pruebas de deteccion

de anticuerpos contra PNE  a nivel mundial.
�   Existen diferencias en la sensibilidad  y especificidad

de los diferentes reactivos / kits, pero a nivel pobla-
cional las pruebas de PNE tienen similar desempeño.

�  Es necesaria una armonización  internacional con
estándares (panel de sueros) entre los diferentes kits/
reactivos disponibles.

�  Se deberían establecer ajustes en los niveles de corte
de las pruebas de PNE de acuerdo a situación
(vigilancia activa, vacunacion de emergencia).

�  El uso de reactivos biológicos resulta en alta
variabilidad, la provisión de kits mejora el desempeño
y uniformidad de los ensayos.

� Es importante que las vacunas sean controladas
respecto a la inducción de anticuerpos de PNE.
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Fig. 1 - Resultados de ELISA-PNE, muestras de bovinos post-infección.
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