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Instrumentos diagnósticos para la vigilancia de la fiebre aftosa
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RESUMEN

Los resultados e investigaciones de laboratorio son
componentes fundamentales para los programas de
control y erradicación de la fiebre aftosa. A partir de
1988, cuando se implementa el Plan Hemisférico de
Erradicación de Fiebre Aftosa (PHEFA) en América
del Sur, un gran desafío para PANAFTOSA como
laboratorio de referencia de OIE para la región en
diagnóstico de fiebre aftosa y estomatitis vesicular y en
control de vacuna antiaftosa se relacionó a la adecuación
de los enfoques de diagnóstico a las nuevas exigencias
de la transición epidemiológica prevista para el
Continente. En este contexto, el diagnóstico debió incluir
además de los instrumentos oportunamente desarrollados,
implementados y transferidos por PANAFTOSA a los
países, relacionados a la caracterización de cepas
actuantes en la región, certificación de calidad de vacuna
y evaluación de cobertura inmunológica, instrumentos
de mayor precisión que permitiesen un análisis
epidemiológico más profundo. Este trabajo describe la
adecuación del diagnóstico para responder a las nuevas
exigencias impuestas por el avance del PHFA y los logros
metodológicos alcanzados.

PRINCIPALES
CONSIDERACIONES

PARA EL DIAGNÓSTICO

Para establecer la estrategia de diagnóstico más
adecuada, es importante tener en cuenta algunas
consideraciones generales que hacen al diagnóstico,
relacionadas a la interacción virus-huésped, a la
finalidad del diagnóstico y a otros componentes como
el sistema productivo, etc.

En cuanto a los aspectos que hacen relación con la
interacción virus-huésped es importante resaltar los

siguientes aspectos: a) la sintomatología clínica no
permite discriminar a campo la fiebre aftosa (FA) de
otras enfermedades vesiculares y confundibles tales
como: estomatitis vesicular, enfermedad vesicular del
cerdo, rinotraqueitis infecciosa bovina, diarrea viral
bovina, mamilitis herpética bovina, lengua azul y
parainfluenza tipo 3, siendo esencial la confirmación
del laboratorio; b) la habilidad del virus de la FA (VFA)
de inducir inclusive en animales vacunados infección
subclínica que eventualmente se mantenga persistente,
complica los programas principalmente en áreas de baja
prevalencia, particularmente por no conocerse el papel
epidemiológico de dichas infecciones. La detección de
infección persistente, y su eventual transmisión
silenciosa dentro del rebaño y entre los mismos, es
crítica para garantizar la eliminación del virus de la
población, en el marco de las exigencias del PHEFA.
Esta detección se tornó aún más relevante ante la nueva
visión de la Organización Internacional de Epizootia
(OIE) para el reconocimiento de país libre, basada no
únicamente en ausencia de enfermedad sino también
de infección; c) la variabilidad del VFA exige que el
diagnóstico evalúe si las cepas de la vacuna protegen
a la cepa actuante en el campo en ese momento. Por
otro lado, la variabilidad puede ser explotada para
establecer el posible origen de un foco a partir del
seguimiento genético de los virus, estudio
particularmente relevante en regiones de baja
prevalencia para dar apoyo a la definición de las
medidas de control.

Con relación a la finalidad del diagnóstico, esta puede
ser considerablemente diversa e incluir: la atención a
un episodio, sea con o sin expresión clínica, que busca
principalmente el aislamiento y caracterización primaria
del agente involucrado; la vigilancia seguida a un
episodio que comprende la investigación más detallada
de la caracterización del agente causal y el rastreo de
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nichos en áreas que tuvieron relación con la región del
episodio; y la vigilancia activa en áreas que ya
prácticamente no manifiestan presencia clínica de la
enfermedad y que incluye entre sus actividades
muestreos orientados a la búsqueda de potencial
infección (clínica y persistente).

Por último, la selección de la estrategia de diagnóstico
también debe contemplar las características de la
población en la que se aplicará, por ejemplo si es o no
vacunada, su tamaño, la prevalencia de la enfermedad,
etc.

ENFOQUES DE DIAGNÓSTICO
ANTE EL PHEFA

La disponibilidad de información de laboratorio
precisa y oportuna y basada en metodología validada
según criterios internacionales es un componente
fundamental para mantener un programa de control y
erradicación de FA de calidad reconocida. Durante la
última década la transición epidemiológica resultante del
éxito del PHEFA, así como la existencia de nuevos
escenarios económicos como la globalización del
comercio, los avances de las comunicaciones, y los
progresos científico y tecnológicos, han impuesto nuevas
exigencias para garantizar el reconocimiento de la calidad
de los servicios de diagnóstico y de control de vacuna.

En este sentido las prioridades de PANAFTOSA
como laboratorio de referencia de la región estuvieron
asociadas a las cambiantes demandas técnico-
científicas, metodológicas y de formación de recursos
humanos de los países, adecuando sus funciones a los
diferentes requerimientos según el progreso de los
programas de erradicación y las consideraciones
mencionadas en el punto anterior.

Así, durante las etapas iniciales del PHEFA el énfasis
del diagnóstico se orientó a asegurar el control de calidad
de las vacunas, a evaluar la cobertura inmunológica
para definir la vacuna y el esquema de vacunación
más apropiado, y a fortalecer el diagnóstico
convencional de atención. A medida que la prevalencia
fue disminuyendo, el diagnóstico de atención requirió
ser particularmente sensible e incluir métodos rápidos
y precisos para confirmación del agente, incluyendo el
diagnóstico diferencial. Además fue necesario
incorporar enfoques para el seguimiento e investigación

del episodio con el objeto de apoyar las medidas de
control y prevención, así como de brindar confiabilidad
al Programa, y se tornó fundamental desarrollar
enfoques diagnósticos para la vigilancia activa,
incluyendo la evaluación de potencial presencia de virus
persistente en la población. Esta vigilancia permite
establecer posibles fuentes de riesgo de introducción /
reingreso y de difusión de FA y garantizar la eliminación
del VFA de la población, particularmente relevante
previo a la retirada de la vacunación. Para esta vigilancia
activa eran necesarios métodos altamente sensibles y
específicos. Igualmente, en áreas de baja prevalencia
era importante incorporar criterios de bioseguridad tanto
edilicia como de los procedimientos, como por ejemplo
el reemplazo de la prueba de descarga para el control
de vacuna, que utiliza virus infectivo, por pruebas
indirectas inocuas.

A seguir se resumen los instrumentos laboratoriales
requeridos para atender a la transición epidemiológica
resultante del progreso del PHEFA, que como fuera
descrito  focalizan: A) a tres finalidades diagnósticas: la
atención al episodio, el seguimiento e investigación del
episodio y la vigilancia activa; B) a la adecuación de
métodos inocuos para el control de potencia de vacuna;
C) a aspectos relacionados a calidad de los servicios.

A.1. DIAGNÓSTICO EN LA ATENCIÓN ANTE
EPISODIO

Ante la presencia de una sospecha de FA se deben
colectar muestras adecuadas de varios animales
afectados por la enfermedad para el diagnóstico
confirmatorio, incluyendo el diagnóstico diferencial. Las
muestras preferentemente deben ser de fragmentos
de epitelio y líquidos vesiculares provenientes de
lesiones linguales, bucales, podales o de ubre, en los
cuales se puede detectar el virus con relativa facilidad
siempre que sean frescos y conservados de acuerdo
con las indicaciones. En los animales que tuvieron la
enfermedad y en los que no fue posible conseguir
epitelio de las lesiones se podrá colectar fluidos
esofágicos faríngeos. Suspensiones homogeneizadas
y clarificadas de las muestras son inoculadas en
sustratos celulares sensibles para aislar el virus. Si se
desarrolla efecto citopático en las células el fluido es
usado en las pruebas diagnósticas de identificación.
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Tres pasajes a ciegas son realizados en cultivos
negativos. Complementariamente, muestras pareadas
de sueros también pueden ser colectadas,
preferentemente de 10 animales, incluyendo animales
de varias especies susceptibles con y sin sintomatología
clínica para establecer un aumento de título de
anticuerpos específicos. Como parte de este Seminario
se ha distribuido una versión actualizada del Manual
de Procedimiento para colecta y envío de muestras de
campo para el diagnóstico de enfermedades vesiculares
y su diagnóstico diferencial (PANAFTOSA, 2003).

La detección / caracterización del antígeno de FA
se realiza convencionalmente mediante fijación de
complemento con sueros policlonales, que permiten su
tipificación y subtipificación, y/o mediante ELISA-SI
para la tipificación con sueros policlonales. El
establecimiento de las relaciones serológicas mediante
fijación de complemento determina el valor r y orienta
sobre la homología de la cepa actuante con la cepa
vacunal y la protección que esta última proporcionaría.
La decisión final de dicha cobertura se obtiene a partir
del estudio del nivel de protección determinado por
expectativas porcentuales de protección (EPP)
obtenidas a partir del estudio de las cepas de campo
frente al panel de sueros de bovinos vacunados y
revacunados con la cepa vacunal mediante ELISA-
CFL (competición fase líquida) o seroneutralización.
Cuando las EPP superan 70% (30 bovinos) frente al
panel de sueros de bovinos revacunados, se considera
que el nivel de protección de la cepa vacunal frente a
la de campo, es satisfactorio.

En regiones con programas de erradicación
avanzados, el sistema de detección ante una evidencia
de infección, sea con o sin expresión clínica, debe ser
particularmente sensible e involucrar metodologías más
rápidas y precisas para confirmar la presencia del
agente viral y evaluar posibles cambios fenotípicos que
comprometan la protección por las vacunas. La
optimización de nuevos instrumentos para el diagnóstico
de atención ante emergencias, incluyendo el diagnóstico
diferencial, ha jugado un papel relevante. El desarrollo
de métodos de reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) para detección y tipificación del VFA y para su
diferenciación de otras enfermedades vesiculares y
confundibles está siendo tratado con prioridad. El PCR

consiste en una amplificación de regiones específicas
del genoma viral, siendo posible amplificar en
aproximadamente 2,5 horas el genoma viral
seleccionado en 109 veces. La región a amplificar es
definida por un par de iniciadores con secuencias
complementarias a la región genómica que flanquea la
región a amplificar. En los casos en que se sospecha
infección subclínica o, cuando las muestras son
colectadas antes del aparecimiento de los síntomas
clínicos de la enfermedad este método es
particularmente relevante, ya que permite la rápida
evaluación de la extensión del episodio. En algunos
casos puede haber componentes inhibitorios de la
reacción de PCR por lo que no todas las muestras que
contengan virus dan positivas. Asimismo el problema
de inespecificidades de este enfoque ha sido
demostrado. Alternativamente, métodos bioquímicos y
pen-side tests están siendo evaluados en varios
laboratorios del mundo como complementarios al PCR.
La validación del desempeño del PCR y de pen-side
tests para diagnóstico de emergencia, incluyendo el
diagnóstico diferencial, y del alcance y limitaciones de
estos métodos es de fundamental importancia.

Igualmente, y teniendo en cuenta la importancia del
diagnóstico diferencial para aclarar aquellos casos con
un diagnóstico negativo a FA es esencial estimular la
evaluación de  los procedimientos disponibles. La
armonización de las estrategias a ser utilizadas en la
región ha sido extensamente discutida durante el
Seminario Internacional que tuvo lugar en PANAFTOSA
en Octubre, 2002, a partir del cual ha surgido una nueva
propuesta para la toma de muestras de forma a reforzar
este diagnóstico. Recientemente se actualizó el Manual
de Procedimiento para colecta y envío de muestras de
campo para el diagnóstico de enfermedades vesiculares
y su diagnóstico diferencial (PANAFTOSA, 2003),
documento distribuido durante este seminario.

Los nuevos enfoques particularmente requeridos para
áreas de baja prevalencia, también comprenden
instrumentos diagnósticos para la caracterización
genética y antigénica del VFA. Se ha conseguido un
importante progreso en el establecimiento de los bancos
genéticos de los virus de relevancia epidemiológica de
la región, lo que permite la construcción de árboles
filogenéticos y así el seguimiento de virus a campo y la
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confirmación de la hipótesis de origen, de gran relevancia
para la toma de decisiones para la prevención y el control
de la enfermedad. La metodología para establecer la
secuencia nucleotídica es relativamente simple y está
prácticamente automatizada. Sin embargo, la
interpretación de resultados es compleja y requiere
estudios comparativos, para lo cual un compromiso
regional para ampliar el banco de datos genético de las
cepas de  nuestra región es fundamental para el correcto
análisis de resultados, que debe incluir criterios no solo
cuantitativos sino también cualitativos.
Independientemente del tipo de diagnóstico que tenga el
laboratorio nacional, muestras deben ser rápidamente
encaminadas a PANAFTOSA para la caracterización
molecular. Esto puede permitir el seguimiento del origen
del foco y afectar las medidas de control. En este
contexto, es importante mencionar que PANAFTOSA
depende del envío regular de muestras para actualizar
su banco de secuencias nucleotídicas, esencial para el
mapeo y seguimiento de los focos. El procedimiento para
el procesamiento de la muestra para su envío en forma
ya inactivada se encuentra detallado en el Manual de
Procedimiento para colecta y envío de muestras de
campo para el diagnóstico de enfermedades vesiculares
y su diagnóstico diferencial (PANAFTOSA, 2003).

El desarrollo de metodología para producción de
hibridomas y la definición de paneles de anticuerpos
monoclonales también ha contribuido a una
caracterización antigénica precisa del VFA, importante
tanto para el control de las cepas utilizadas en el control
y la producción de vacuna, como para las actuantes en
el campo. Asimismo,   anticuerpos monoclonales han
sido producidos y caracterizados para uso en el
diagnóstico de enfermedades confundibles con FA.

A.2. DIAGNÓSTICO PARA EL SEGUIMIENTO
E INVESTIGACIÓN DEL EPISODIO

Los estudios de caracterización genética son de gran
valor para el seguimiento e investigación de un episodio.
La investigación de las relaciones genéticas mediante
secuenciamiento identifica relaciones entre cepas
colectadas de diferentes regiones y a lo largo de
considerables períodos de tiempo. Basado en estas
relaciones se construye un dendograma que permite
establecer las relaciones filogenéticas y así inferir el

posible origen del episodio. Lógicamente este estudio
implica un compromiso regional para evitar la presencia
de eslabones perdidos en el análisis lo que limitaría
considerablemente la interpretación. Cabe mencionar
que la confirmación de la hipótesis de origen es un
aporte importante para dar confiabilidad al programa.

Por otro lado la investigación del episodio debe
involucrar un programa de vigilancia activa en las áreas
relacionadas (ingreso y egreso). Los enfoques serán
detallados a continuación.

A.3. DIAGNÓSTICO PARA VIGILANCIA
ACTIVA

Para el PHEFA, en el contexto regional e
internacional, la búsqueda en una región que ya no
manifiesta sintomatología clínica de posible infección
persistente remanente, y la potencial circulación
silenciosa del agente dentro y entre rebaños se torna
de igual relevancia que la detección de infección clínica.
Esta búsqueda es relevante para el monitoreo de
actividad viral remanente, para el monitoreo en apoyo
a la declaración de región libre de infección, según la
nueva visión de OIE que establece como requisito para
declaración de región libre la confirmación de ausencia
de infección además de ausencia de enfermedad, y
como apoyo al análisis de riesgo.

El monitoreo de infección persistente durante la
vigilancia activa solo puede ser alcanzado a partir de
metodologías dirigidas a un estudio poblacional y donde
se utilicen técnicas altamente sensibles y específicas,
aptas para evaluar poblaciones, independientemente de
su estado de vacunación. En este contexto, el
reemplazo de la prueba IDGA-VIAA y/o ELISA-
VIAA por pruebas inmunoenzimáticas basadas en la
detección de anticuerpos contra las proteínas no
capsidales recombinantes 3A , 3B, 2C, 3D y 3ABC,
purificadas a homogeneidad, han  mostrado ser  de
gran valor para la evaluación de circulación viral en la
población, independientemente de la vacunación. Las
consideraciones metodológicas y de interpretación de
estas pruebas para la vigilancia activa serán tratadas
extensamente en otro trabajo de este documento.

Cabe mencionar que los métodos de detección viral
como PCR aún no están validados para uso en vigilancia
activa.
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B. AVANCE EN EL USO DE PRUEBAS
INOCUAS PARA EL CONTROL DE
POTENCIA DE VACUNA.

Otro importante aporte en respuesta a las exigencias
impuestas por el  progreso del PHEFA ha sido la
aplicación de pruebas indirectas de ELISA para control
de calidad de vacuna. A partir del Seminario
Internacional de Control de Vacuna que tuvo lugar en
PANAFTOSA en Septiembre, 2001, se armonizaron
los niveles de exigencia de potencia en la región y se
desarrollaron las estrategias para la acreditación de
sistemas de control de calidad de las vacunas.

C. CONTROL DE CALIDAD Y
ACREDITACIÓN DE LABORATORIOS

Dentro de un marco que de confiabilidad a las
actividades del PHEFA, los servicios diagnósticos
deben contar con un sistema de garantía de servicios
que respalde la rastreabilidad de los procedimientos,
su control de calidad y su reconocimiento internacional
con desempeños armonizados. Para adecuarse a los
mismos PANAFTOSA viene reforzando los sistemas
de control de gestión y de definición de normas para
garantía de calidad diagnóstica, a través del
fortalecimiento de los enfoques de control de calidad
interno y externo y de la implementación de un sistema
de acreditación de laboratorios de la Región. Este
enfoque se ha consolidado a partir de la VIII
Recomendación de la III Reunión Extraordinaria de la
COSALFA, de implementar un sistema de auditorias
externas, coordinadas por PANAFTOSA, como
instrumento para evaluar el proceso de garantía de
calidad de los Servicios Veterinarios en el Cono Sur,
decisión ratificada en el VII Resolución de la XXVIII
COSALFA y en la XII RIMSA.

CONSIDERACIONES FINALES

Resumiendo, los instrumentos de diagnóstico en
apoyo al PHEFA comprenden la confirmación y
caracterización rápida y precisa del agente causal de
la sospecha de FA, sea expresada clínicamente o no, y
monitoreos serológicos para evaluar potencial actividad
viral persistente. Este último es de importancia una vez
que no se conoce el papel epidemiológico de las
infecciones persistentes, su potencial transmisión intra

e inter rebaños y la eventual inducción de un foco
clínico que pueda colocar en riesgo el programa.
Evidentemente este es un tema cuya mayor
comprensión requiere de un sistema con un proceso
interpretativo de considerable complejidad, la que
contrasta con la simplicidad propia de la ejecución de
las pruebas y de su lectura.

Como en todo sistema, la calidad de la información
resultante está directamente relacionada a la calidad
de la información de entrada y a la propia calidad del
proceso en sí que abarca aspectos relacionados al
conocimiento sobre obtención de muestras para
procesamiento adecuadas para el objetivo del estudio,
manejo, almacenamiento, conocimiento de los
fundamentos de los métodos de laboratorio, alcances
y limitaciones de los tests, procesamiento de los datos,
criterios interpretativos y elaboración del informe final.
Cada paso es relevante para garantizar la precisión
del resultado y cada paso se debe coordinar con el
anterior. Obviamente solo a partir de este trabajo de
equipo se garantiza la calidad del resultado y la correcta
interpretación, particularmente en el marco de la
complejidad del sistema diagnostico en cuestión.

CONCLUSIÓN Y PERSPECTIVAS

En resumen podemos destacar que PANAFTOSA,
conjuntamente con la red de laboratorios de los servicios
nacionales de la región se depara constantemente con
nuevos desafíos a medida que avanzan los programas
de erradicación, las metodologías de diagnóstico y las
demandas internacionales. En este sentido los esfuerzos
deben continuar y son varias las áreas que se tendrán
que abordar a corto plazo. Estas incluyen: Fortalecer
los programas de certificación de garantía de calidad;
Optimizar las estructuras de comunicación; Reforzar los
desarrollos y validación de herramientas para diagnóstico
de emergencia: Validar los métodos de PCR y pen-side
tests, así como actualizar los paneles de anticuerpos
monoclonales como indicadores de la capacidad de las
vacunas disponibles de neutralizar a la cepa actuante en
el campo; Implementar la rutina del diagnóstico
diferencial bajo pautas armonizadas de desempeño;
Fortalecer el diagnóstico para vigilancia activa en
especies diferentes que bovino (este punto será tratado
extensivamente en otra presentación de este
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documento); Continuar las investigaciones sobre el papel
epidemiológico de los animales persistentemente
infectados. La preocupación sobre el papel
epidemiológico de los animales portadores se ve
reforzada frente a las propuestas de ajuste del Código
Zoosanitario Internacional, en lo relativo a los plazos para
recuperar la condición de país libre o zona libre de fiebre
aftosa con o sin vacunación. En este sentido entre la
documentación del seminario, ha sido entregada para
evaluación de los países una propuesta de proyecto, como
guía de los modelos que requieren ser estudiados.
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