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RESUMEN

Los resultados e investigaciones de laboratorio son
componentes fundamentales para los programas de
control y erradicacion de la fiebre aftosa. A partir de
1988, cuando se implementa el Plan Hemisférico de
Erradicacion de Fiebre Aftosa (PHEFA) en América
del Sur, un gran desafio para PANAFTOSA como
laboratorio de referencia de OIE para la regién en
diagndstico defiebre aftosay estomatitisvesicular y en
control devacunaantiaftosaserelaciond alaadecuacion
de los enfoques de diagndstico a las nuevas exigencias
de la transicion epidemioldgica prevista para el
Continente. En este contexto, d diagndstico debidincluir
ademasdelosinstrumentos oportunamente desarrollados,
implementados y transferidos por PANAFTOSA alos
paises, relacionados a la caracterizacion de cepas
actuantesen laregion, certificacion de calidad devacuna
y evaluacién de cobertura inmunol égica, instrumentos
de mayor precision que permitiesen un analisis
epidemiol 6gico mas profundo. Este trabgjo describe la
adecuacion del diagnostico pararesponder alas nuevas
exigenciasimpuestaspor € avancedd PHFA y loslogros
metodol 6gicos a canzados.

PRINCIPALES
CONSIDERACIONES
PARA EL DIAGNOSTICO

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

En cuanto a los aspectos que hacen relacidn con la
interaccion virus-huésped es importante resaltar los
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siguientes aspectos. a) la sintomatologia clinica 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 vira
bovina, mamilitis herpética bovina, lengua azul y
parainfluenza tipo 3, siendo esencial la confirmacion
del laboratorio; b) lahabilidad del virusdelaFA (VFA)
de inducir inclusive en animales vacunados infeccion
subclinicaque eventua mente se mantenga persi stente,
complicalos programas principal menteen reasdebagja
prevalencia, particularmente por no conocerse el papel
epidemiol 6gico de dichasinfecciones. Ladeteccién de
infeccion persistente, y su eventual transmision
silenciosa dentro del rebafio y entre los mismos, es
critica para garantizar la eliminacion del virus de la
poblacién, en el marco de las exigencias del PHEFA.
Estadeteccion setornd aln mésrelevanteantelanueva
vision de la Organizacién Internacional de Epizootia
(OIE) para€e reconocimiento de pais libre, basada no
Unicamente en ausencia de enfermedad sino también
de infeccion; ¢) la variabilidad del VFA exige que €
diagnostico evalle s 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 definicion de las
medidas de control.

Conrelacionalafinaidad del diagnostico, estapuede
ser considerablemente diversa e incluir: la atencion a
un episodio, seacon o sin expresion clinica, que busca
principdmented aidamientoy caracterizacion primaria
del agente involucrado; la vigilancia seguida a un
episodio que comprendelainvestigacion més detallada
de la caracterizacion del agente causal y €l rastreo de



nichos en areas que tuvieron relacion con laregion del
episodio; y la vigilancia activa en areas que ya
précticamente no manifiestan presencia clinica de la
enfermedad y que incluye entre sus actividades
muestreos orientados a la blusqueda de potencial
infeccion (clinicay persistente).

Por ultimo, lasel eccidn delaestrategiade diagnostico
también debe contemplar las caracteristicas de la
poblacion en laque se aplicarg, por gemplo si es0 no
vacunada, sutamario, laprevalenciadelaenfermedad,
etc.

ENFOQUES DE DIAGNOSTICO
ANTE EL PHEFA

La disponibilidad de informacion de laboratorio
precisa 'y oportuna y basada en metodologia validada
segln criterios internacionales es un componente
fundamental para mantener un programa de control y
erradicacion de FA de calidad reconocida. Durante la
Ultimadécadalatransi cion epidemiol gicaresultante del
éxito del PHEFA, asi como la existencia de nuevos
escenarios econdémicos como la globalizacién del
comercio, los avances de las comunicaciones, y los
progresos cientificoy tecnol égicos, hanimpuesto nuevas
exigenciasparagarantizar e reconocimiento delacdidad
delos servicios de diagnéstico y de control de vacuna.

En este sentido las prioridades de PANAFTOSA
como laboratorio de referenciade laregion estuvieron
asociadas a las cambiantes demandas técnico-
cientificas, metodol 6gicasy de formacion de recursos
humanos de | os paises, adecuando sus funciones alos
diferentes requerimientos segun el progreso de los
programas de erradicacion y las consideraciones
mencionadas en el punto anterior.

Asi, durantelasetapasinicidesdel PHEFA € énfasis
dd diagndstico seorientd aasegurar € control decalidad
de las vacunas, a evaluar la cobertura inmunol 6gica
para definir la vacuna y el esquema de vacunacion
més apropiado, y a fortalecer el diagnostico
convenciona deatencion. A medidaguelaprevalencia
fue disminuyendo, € diagnostico de atencion requirid
ser particularmente sensible e incluir métodos rapidos
y precisos paraconfirmacion del agente, incluyendo el
diagnostico diferencial. Ademas fue necesario
incorporar enfoquesparael seguimiento einvestigacion
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del episodio con € objeto de apoyar las medidas de
control y prevencion, asi como de brindar confiabilidad
al Programa, y se torndé fundamental desarrollar
enfoques diagndsticos para la vigilancia activa,
incluyendo laevaluacion de potencial presenciadevirus
persistente en la poblacién. Esta vigilancia permite
establecer posibles fuentes de riesgo de introduccion /
reingresoy dedifusondeFA y garantizar lagliminacion
del VFA de la poblacion, particularmente relevante
previo alaretiradadelavacunacion. Paraestavigilancia
activa eran necesarios métodos altamente sensibles y
especificos. Iguamente, en éreas de baja prevalencia
eraimportanteincorporar criteriosde bioseguridad tanto
ediliciacomo delos procedimientos, como por gjemplo
€l reemplazo de la prueba de descarga para €l control

de vacuna, que utiliza virus infectivo, por pruebas
indirectas inocuas.

A seguir se resumen los instrumentos laboratoriales
requeridos para atender ala transicion epidemiol6gica
resultante del progreso del PHEFA, que como fuera
descrito focalizan: A) atresfinalidades diagnésticas: la
atencion a episodio, € seguimiento einvestigacion del
episodio y la vigilancia activa; B) a la adecuacion de
métodos inocuos parael control de potenciade vacuna;
C) aaspectos relacionados a calidad de los servicios.

A.1. DIAGNOSTICO EN LA ATENCION ANTE
EPISODIO

Ante la presencia de una sospecha de FA se deben
colectar muestras adecuadas de varios animales
afectados por la enfermedad para el diagndstico
confirmatorio, incluyendo € diagnéstico diferenciad. Las
muestras preferentemente deben ser de fragmentos
de epitelio y liguidos vesiculares provenientes de
lesiones linguales, bucales, podaes o de ubre, en los
cuales se puede detectar €l virus con relativafacilidad
siempre gque 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 podréa colectar fluidos
esofégicos faringeos. Suspensiones homogeneizadas
y clarificadas de las muestras son inoculadas en
sustratos celulares sensibles para aidar € virus. Si se
desarrolla efecto citopatico en las clulas €l fluido es
usado en las pruebas diagnosticas de identificacion.



Tres pasgjes 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 susceptiblescon y sin sintomatol ogia
clinica para establecer un aumento de titulo de
anticuerpos especificos. Como parte de este Seminario
se ha distribuido una version actualizada del Manual
de Procedimiento para colectay envio de muestras de
campo parad diagnostico de enfermedadesvesiculares
y su diagnostico diferencial (PANAFTOSA, 2003).

La deteccion / caracterizacion del antigeno de FA
se redliza convencionalmente mediante fijacion de
complemento con sueros policlonales, que permitensu
tipificacion y subtipificacion, y/o mediante ELISA-S|
para la tipificacion con sueros policlonales. El
establecimiento delasrel aciones serol 6gicas mediante
fijacion de complemento determinael valor ry orienta
sobre la homologia de la cepa actuante con la cepa
vacunal y laproteccion que esta Ultima proporcionaria.
Ladecision fina de dichacobertura se obtiene apartir
del estudio del nivel de proteccidon determinado por
expectativas porcentuales de proteccion (EPP)
obtenidas a partir del estudio de las cepas de campo
frente a panel de sueros de bovinos vacunados y
revacunados con la cepa vacunal mediante ELISA-
CFL (competicion fase liquida) o seroneutralizacion.
Cuando las EPP superan 70% (30 bovinos) frente a
panel de sueros de bovinos revacunados, se considera
gue el nivel de proteccién de la cepavacunal frente a
la de campo, es satisfactorio.

En regiones con programas de erradicacion
avanzados, € sistema de deteccion ante unaevidencia
de infeccion, sea con o sin expresion clinica, debe ser
particularmente sensible einvol ucrar metodol ogiasmés
répidas y precisas para confirmar la presencia del
agentevira y evaluar posibles cambiosfenotipicosque
comprometan la proteccion por las vacunas. La
optimizacién denuevosinstrumentosparael diagnostico
deatencién anteemergencias, incluyendo € diagndstico
diferencial, hajugado un papel relevante. El desarrollo
de métodos de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) paradetecciony tipificacion del VFA'y parasu
diferenciacion de otras enfermedades vesiculares y
confundiblesestasiendo tratado con prioridad. El PCR
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consiste en una amplificacion de regiones especificas
del genoma viral, siendo posible amplificar en
aproximadamente 2,5 horas el genoma viral
seleccionado en 10° veces. Laregion a amplificar es
definida por un par de iniciadores con secuencias
complementarias alaregién genémicaqueflanqueala
region a amplificar. En los casos en que se sospecha
infeccion subclinica o, cuando las muestras son
colectadas antes del aparecimiento de los sintomas
clinicos de la enfermedad este método es
particularmente relevante, ya que permite la rapida
evaluacion de la extension del episodio. En agunos
casos puede haber componentes inhibitorios de la
reaccion de PCR por |o que no todas las muestras que
contengan virus dan positivas. Asimismo €l problema
de inespecificidades de este enfoque ha sido
demostrado. Alternativamente, métodos bioquimicosy
pen-side tests estan siendo evaluados en varios
laboratoriosdel mundo como complementariosa PCR.
Lavalidacion del desempefio del PCR y de pen-side
tests para diagndstico de emergencia, incluyendo €l
diagndstico diferencial, y del alcancey limitacionesde
estos métodos es de fundamental importancia.
Igualmente, y teniendo en cuenta la importancia del
diagndstico diferencia para aclarar aguellos casos con
un diagndstico negativo a FA es esencia estimular la
evaluacion de los procedimientos disponibles. La
armonizacion de las estrategias a ser utilizadas en la
region ha sido extensamente discutida durante el
Seminario Internacional quetuvolugar en PANAFTOSA
en Octubre, 2002, apartir del cual hasurgido unanueva
propuesta paralatomade muestras de formaareforzar
este diagnostico. Recientemente se actualizo € Manual
de Procedimiento para colectay envio de muestras de
campo parad diagnéstico de enfermedades vesiculares
y su diagnostico diferencial (PANAFTOSA, 2003),
documento distribuido durante este seminario.
Losnuevosenfoques particularmente requeridospara
areas de baja prevalencia, también comprenden
instrumentos diagnosticos para la caracterizacion
genética y antigénica del VFA. Se ha conseguido un
importante progreso en € establecimiento delosbancos
genéticos de los virus de relevancia epidemiol 6gica de
la region, lo que permite la construccion de arboles
filogenéticosy asi @ seguimiento devirusacampoy la



confirmacion delahipotesisdeorigen, degranrelevancia
paralatomadedecisionesparalaprevenciény € control
de la enfermedad. La metodologia para establecer la
secuencia nucleotidica es relativamente simple y esta
précticamente automatizada. Sin embargo, la
interpretacion de resultados es compleja 'y requiere
estudios comparativos, para lo cual un compromiso
regional paraampliar e banco de datos genético delas
cepasde nuestraregion esfundamental parael correcto
andlisis de resultados, que debe incluir criterios no solo
cuantitativos sino también cualitativos.
Independientementedel tipo dediagndstico quetengael
laboratorio nacional, muestras deben ser rgpidamente
encaminadas a PANAFTOSA para la caracterizacion
molecular. Esto puede permitir € seguimiento del origen
del foco y afectar las medidas de control. En este
contexto, es importante mencionar que PANAFTOSA
depende del envio regular de muestras para actualizar
su banco de secuencias nuclectidicas, esencia para e
mapeoy seguimiento delosfocos. El procedimiento para
el procesamiento de la muestra para su envio en forma
ya inactivada se encuentra detallado en € Manual de
Procedimiento para colecta y envio de muestras de
campo parael diagndstico de enfermedades vesiculares
y su diagnéstico diferencial (PANAFTOSA, 2003).

El desarrollo de metodologia para produccién de
hibridomas y la definicion de paneles de anticuerpos
monoclonales también ha contribuido a una
caracterizacion antigénicaprecisadel VFA, importante
tanto parael control delas cepas utilizadasen €l control
y laproduccién de vacuna, como paralas actuantes en
el campo. Asimismo, anticuerpos monoclonales han
sido producidos y caracterizados para uso en el
diagnostico de enfermedades confundibles con FA.

A.2. DIAGNOSTICO PARA EL SEGUIMIENTO
E INVESTIGACION DEL EPISODIO

L osestudios de caracterizaci 6n genéticason degran
vaor parael seguimiento einvestigacion deun episodio.
Lainvestigacion de las relaciones genéticas mediante
secuenciamiento identifica relaciones entre cepas
colectadas de diferentes regiones y a lo largo de
considerables periodos de tiempo. Basado en estas
relaciones se construye un dendograma que permite
establecer las relaciones filogenéticas y asi inferir €
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posible origen del episodio. L 6gicamente este estudio
implicaun compromiso regional paraevitar lapresencia
de eslabones perdidos en e andlisis lo que limitaria
considerablemente la interpretacion. Cabe mencionar
gue la confirmacién de la hipétesis de origen es un
aporte importante para dar confiabilidad a programa.

Por otro lado la investigacion del episodio debe
involucrar un programadevigilanciaactivaenlasareas
relacionadas (ingreso y egreso). Los enfoques serén
detallados a continuacion.

A.3. DIAGNOSTICO PARA VIGILANCIA
ACTIVA

Para el PHEFA, en el contexto regional e
internacional, la busqueda en una regién que ya no
manifiesta sintomatol ogia clinicade posible infeccion
persistente remanente, y la potencial circulacion
silenciosa del agente dentro y entre rebafios se torna
deigual relevanciaqueladeteccién deinfeccion clinica.
Esta busqueda es relevante para el monitoreo de
actividad viral remanente, parael monitoreo en apoyo
aladeclaracion de region libre de infeccion, segin la
nuevavision de Ol E que establece como requisito para
declaracion deregion librelaconfirmacion deausencia
de infeccion ademas de ausencia de enfermedad, y
como apoyo a andlisisderiesgo.

El monitoreo de infeccion persistente durante la
vigilancia activa solo puede ser alcanzado a partir de
metodologiasdirigidasaun estudio poblacional y donde
se utilicen técnicas atamente sensibles y especificas,
aptas paraeval uar poblaciones, independientemente de
su estado de vacunacion. En este contexto, el
reemplazo de la prueba IDGA-VIAA y/o ELISA-
VIAA por pruebas inmunoenziméticas basadas en la
deteccion de anticuerpos contra las proteinas no
capsidales recombinantes 3A , 3B, 2C, 3D y 3ABC,
purificadas a homogeneidad, han mostrado ser de
granvalor paralaevauacion decirculacion viral enla
poblacién, independientemente de lavacunacion. Las
consideraciones metodoldgicas y de interpretacion de
estas pruebas para la vigilancia activa seran tratadas
extensamente en otro trabajo de este documento.

Cabe mencionar quelos métodos de deteccidn viral
como PCR alln no estén validados parauso envigilancia
activa.



B. AVANCE EN EL USO DE PRUEBAS
INOCUAS PARA EL CONTROL DE
POTENCIA DE VACUNA.

Otroimportante aporte en respuestaalasexigencias
impuestas por el progreso del PHEFA ha sido la
aplicacion de pruebasindirectasde ELISA paracontrol
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 potenciaen laregiony se
desarrollaron las estrategias para la acreditacion de
sistemas de control de calidad de las vacunas.

C. CONTROL DE CALIDAD Y
ACREDITACION DE LABORATORIOS

Dentro de un marco que de confiabilidad a las
actividades del PHEFA, los servicios diagnésticos
deben contar con un sistema de garantia de servicios
gue respalde la rastreabilidad de los procedimientos,
su control de calidad y su reconocimiento internacional
con desempefios armonizados. Para adecuarse a los
mismos PANAFTOSA viene reforzando los sistemas
de control de gestion y de definicion de normas para
garantia de calidad diagnostica, a través del
fortalecimiento de los enfoques de control de calidad
internoy externoy delaimplementacion de un sistema
de acreditacién de laboratorios de la Regién. Este
enfoque se ha consolidado a partir de la VIII
Recomendacion delalll Reunion Extraordinariade la
COSALFA, de implementar un sistema de auditorias
externas, coordinadas por PANAFTOSA, como
instrumento para evaluar € proceso de garantia de
calidad de los Servicios Veterinarios en el Cono Sur,
decision ratificadaen el VIl Resolucion dela XXVIII
COSALFA y enlaXIl RIMSA.

CONSIDERACIONES FINALES

Resumiendo, los instrumentos de diagnostico en
apoyo al PHEFA comprenden la confirmacion y
caracterizacion répiday precisa del agente causal de
lasospechade FA, sea expresada clinicamente o no, y
monitoreos serol égicos paraeval uar potencia actividad
vird persistente. Este Ultimo esdeimportanciaunavez
gue no se conoce el papel epidemioldgico de las
infecciones persistentes, su potencial transmisionintra
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e inter rebafios y la eventual induccion de un foco
clinico que pueda colocar en riesgo el programa.
Evidentemente este es un tema cuya mayor
comprension requiere de un sistema con un proceso
interpretativo de considerable complejidad, la que
contrasta con lasimplicidad propia de la gjecucion de
las pruebas y de su lectura.

Como en todo sistema, la calidad de lainformacion
resultante esta directamente relacionada a la calidad
delainformacion de entraday ala propia caidad del
proceso en si que abarca aspectos relacionados a
conocimiento sobre obtencion 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 |l ostests, procesamiento de los datos,
criteriosinterpretativosy elaboracion del informefinal.
Cada paso es relevante para garantizar la precision
del resultado y cada paso se debe coordinar con €
anterior. Obviamente solo a partir de este trabajo de
equipo segarantizalacalidad del resultadoy lacorrecta
interpretacion, particularmente en el marco de la
complejidad del sistemadiagnostico en cuestion.

CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

En resumen podemos destacar que PANAFTOSA,
conjuntamente con lared delaboratoriosdelos servicios
nacionales de la region se depara constantemente con
nuevos desafios a medida que avanzan los programas
de erradicacion, las metodologias de diagnéstico y las
demandasinternacionales. En este sentido los esfuerzos
deben continuar y son varias las areas que se tendrén
gue abordar a corto plazo. Estas incluyen: Fortalecer
los programas de certificacion de garantia de calidad;
Optimizar las estructuras de comunicacion; Reforzar los
desarrollosy validacion de herramientas paradiagndstico
de emergencia: Validar los métodos de PCR y pen-side
tests, asi como actualizar los paneles de anticuerpos
monoclonal es como indicadores de la capacidad de las
vacunas disponiblesde neutralizar alacepaactuante en
el campo; Implementar la rutina del diagnostico
diferencial bgjo pautas armonizadas de desempefio;
Fortalecer el diagnéstico para vigilancia activa en
especies diferentes que bovino (este punto serd tratado
extensivamente en otra presentacion de este



documento); Continuar lasinvestigacionessobree papel
epidemioldgico de los animales persistentemente
infectados. La preocupacion sobre el papel
epidemiolbgico de los animales portadores se ve
reforzada frente a las propuestas de gjuste del Codigo
Zoosanitario Internaciona, enlorelativo alosplazospara
recuperar lacondicion de paislibreo zonalibredefiebre
aftosa con o0 sin vacunacion. En este sentido entre la
documentacién del seminario, ha sido entregada para
evaluacion delos paises unapropuestade proyecto, como
guia de los model os que requieren ser estudiados.
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