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PRESENTAC I ON

Numerosas consultas recibidas en el Centro Panamericano de Fie—
bre Aftosa (CPFA) de autoridades sanitarias y profesionales vinculados
a los programas de control de la fiebre aftosa sobre el uso, signifi-
cado e interpretacion de la prueba del antigeno asociade a la infec-
eion por virus (VIA) de la fiebre aftosa, determinaron la conveniencia
de preparar este Informe Técnico.

"EL USC DE LAS PRUEBAS DEL ANTIGENO ASOCIADO A LA INFECCION POR
VIRUS (VIA) DE LA FIEBRE AFTOSA" fue elaborado por el cuadro profesio—
nal del CPFA y tiene como objetivo revisar la bibliobrafia existente
sobre el tema, analtzar los resultados obtenidos en el CFFA y en al-
gunos laboratorios de investigacion de Ameérica del Sur en diversos
trabajos realizados tanto a nivel de campo como de laboratorio y esta-—
blecer ciertas pautas para el uso apropiade de la prueba en los pro-
gramas ofictales de control de la fiebre aftosa.

Los aspectos de coordinacidon y preparacion del Informe estuvie-
ron a cargo del Dr. Félix J. Rosenberg. |

Raul Casas Olascoaga

Director del :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa



I. INTRODUCCION

"TUno de los factores que limitan los estudios de prevalencia de
infeccion en poblaciones animales vacunadas contra la fiebre aftosa
consiste en la imposibilidad de diferenciar, en la mayoria de los ca~-
sos, los anticuerpos circulantes inducidos por vacuna inactivada de
los consecuentes a una infeccidn. Esto es particularmente cierto cuan-
do no se utilizan pares seriados de sueros,. :

Con el primer informe, aparecido en 1966, sobre la existencia de
un antigeno asociado a la infeccion por virus (VIA) de la fiebre afto—
sa, se abrio un vasto campo de investigacion que objetivo la utiliza~-
cion de pruebas para la deteccion de los anticuerpos producidos por es-
te antigeno como medio de identificar animales 1nfectados por fiebre
aftosa en poblaciones sometidas a vacunaciones sistematicas.

A partir de la publicacion de varios trabajos que confirmaban
esta particularidad del antigeno VIA, comenzo a utilizarse en America
del Sur la prueba de inmunodifusion doble (IDD) en agar en estudios
de prevalencia regional de la infeccion, para la v1g11an31a de hatos -
libres y para 1la seleccion de animales para exportacion e 1mportac1on,
entre otros.

A partir de la practica utilitaria de esta prueba comenzaron a
surgir problemas que dificultaban la interpretacion de los resultados
obtenidos. Estos problemas se referian tanto a la especificidad como
a la sensibilidad de la prueba. La primera, relacionada con un namero
no determinado de animales vacunados, pero no infectados, en cuyos sue-
ros ocasionalmente se detectaban anticuerpos anti-VIA.  La segunda, de-
pendiente de los niveles y la persistencia de la respuesta inmunitaria
al antigeno VIA, se refleja en ocasionales discordancias observadas en-
tre individuos portadores de virus con ausencia de antlcuerpos detecta—
bles contra el VIA,



it. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFI1COS

En 1966, Cowan y Graves (9) relataron el hallazgo de una protei-
na especifica para fiebre aftosa producida en cultivos de celulas BHK
y tejidos de cobayos y bovinos infectados con el virus tipo A de la fie-
bre aftosa, Este antigeno, de tamano molecular menor que los componen—
tes 1408 y 125 ya conocidos, fue relacionado con la actividad replica-
tiva del virus en las células infectadas. Por esta razon se lo denomi-
no antigeno asociado a la infeccion viral (virus-infection—associated,
VIA). Entre sus caracteristicas mas importantes se menciono su peque-
no tamanc molecular, .su labilidad al calor (50°C durante 30 mlnutos) ¥
al pH acido (5,0), v particularmente su especificidad para el virus de
la fiebre aftosa y su identidad para los 7 tipos- de virus. Utilizando—
se la prueba de IDD en gel. de agar, se demostrd la presencia de anti-
cuerpos especificos contra el antigeno VIA preparado a partir de cul-
tivos inoculados con virus tipo A de la fiebre aftosa en cobayos y bo-
vinos infectados con 6 de los 7 tipos de virus, En animales inmuniza-—
dos con suspensiones inactivadas de virus no se logrd detectar la pre—
sencia de anticuerpos contra el referido antigeno. Se especulo que el
antigeno VIA estaria relacionado con la replicasa celular inducida por
el virus de la fiebre aftosa. Los hallazgos de Polatnick y col. (23)
sobre la actividad inhibidora de anticuerpos. anti-VIA sobre el sistema
de la ARN-polimerasa del virus de la fiebre aftosa parecen confirmar
esta hipotesis.

Sin embargo, Rowlands y col, (28) aislaron una proteina de ca-—
racteristicas fisico-quimicas e inmunoldgicas similares al VIA como
componente de la cépside proteica del virus de la fiebre aftosa. Este
componente se liberaria como subunidad polipeptidica provenlente de
proteinas estructurales de mayor tamano. Si bien se confirmo la hete—
roespecificidad del antigeno para los diversos tipos de virus de la
fiebre aftOSa, estos autores lograron provocar und respuesta inmunolo-
gica heterotipica en cobayos que recibieron 3 inoculaciones del compo-
nente 1408 (viridon completo) inactivado. Se postulo que la falta de
deteccion de anticuerpos contra el VIA por parte de Cowan y Graves,en
animales inmumizados con virus inactivado,se deberla ala baJa poten—
cia del suero utilizado obtenido a partir de una tGnica inmunizacion.

En 1970, Mcvicar‘y,Sutmﬁller.(17) informaron,sobre la utlllza-
cion del antigeno VIA preparado por Gowan y Graves (9) con el fin de
probar la presencia de anticuerpos en sueros de animales de experimen-
tacion del Laboratorio de Plum Island. Mas del 807 de los bovinos,
ovinos, caprinocs y porcinos susceptibles expuestos al virus de la fie-
bre aftosa desarrollaron anticuerpos anti-VIA entre 2 y 3 semanas pos~
teriores a la infeccion. Resultados similares fueron hallados en ani-
males vacunados previamente a la infeccidn con una vacuna inactivada
con formol y conteniendo hidroxido de aluminio como adyuvante (formol/
(HO)3A1). De los animales previamente vacunados con vacuna de adyuvan-
te oleoso/acetiletileneimina (AET/0leo), menos del 50% desarrollaron
anticuerpos anti-VIA detectables con posterioridad a la exposicion al



virus virulento., Estos autores sugirieron el uso de esta prueba para
realizar encuestas seroldogicas en terremo con el fin de determinar in~
fecciones pasadas.

En general, los resultados de McVicar y Sutmoller fueron confir-
mados por Lobo y col. (16) quienes utilizaron la técnica de IDD en agar
(9) v la prueba de la inmunodifusion radial descrita por Wagner, Cowan
¥y McVicar (31) empleando antigenos VIA .elaborados ya sea por un método
simple de prec1p1tac1on por sulfato de amonio (VIA bruto) o por una
preparacion parcialmente purificada por medio del uso de columnas de
DEAE-Sephadex A-50. De 41 bovinos y 49 porcinos infectados por fiebre
aftosa el BOZ y el 757 respectivamente poselian anticuerpos detectables
contra el VIA 60 dias después de la infeccion. Los.bovinos habian re-
cibido por lo menos 5 dosis de vacuna aniiaftosa del tipo formol/hidro-
xido de alumino previo a la exposicion al virus.

Usando un metodo simplificado por Alonso y Sondahl para la pre—
paracion y concentracion de antigeno VIA y la prueba de IDD, Alonso y
col. (I) presentaron resultados de cuatro estudios serologicos en bo-
vinos. Entre otros se describe la deteccion de anticuerpos anti-VIA
en-el suero de los 47 bovinos inoculados con virus de la fiebre aftosa
por via intradermolingual (IDL) desde los 7 dias postinoculacion. Cin-
co de 18 bovinos vacunados con vacuna inactivada por formol v 8 de 16
con vacuna de virus vivo atenuado desarrollaron anticuerpos a los 21
dias postvacunacion (DPV). Sin embargo, no se detectd anticuerpos an-
ti-VIA en los 16 bovinos vacunados con vacuna inactivada por el AEI,
De estos ultimos, 10 desarrollaron anticuerpos 21 dias posteriores a la
exposicidon al virus por via IDL. Se postulo que los reaccionantes va-— .
cunados con vacuna inactivada con formol serian consencuencia de una
inactivacion incompleta. En un estudio longitudinal sobre 12 bovinos
libres de anticuerpos y posteriormente infectados por via natural con
el virus tipo O se hicieron observaciones durante los 15 meses subsi-
guientes a la infeccion. Siete de los 12 bovinos habian desarrollado
enfermedad clinica y en todos se aislo repetidamente virus del 1iquido
esofagico-faringeo (LEF). Solamente un bovino no produjo anticuerpos
 anti-VIA detectables por la prueba de IDD. En 5 animales los anticuer-
pos persistieron por lo menos 70 semanas postinfeccion. En los restan—
tes, los antlcuerpos fueron detectados durante 8 a 55 semanas. En gene-
ral los anticuerpos anti-VIA tuvieron una perslstenc1a mucho mayor que
la presencia detectable de virus esofago-faringeo (E/F) y no estuvo rela-
cionada a la ocurrencia o no de lesiones clinicas de la enfermedad.

De esta forma la deteccion de anticuerpos anti~VIA demostro ser un ex-
celente instrumento para la determinacion de actividad viral en pobla-
ciones, independientemente de las manifestaciones clinicas que &ésta
pudiera producir, :

A partir de 1976 comienzan a aparecer los'resultados de una se~
rie de encuestas serologicas de terreno realizadas en America del Sur,

El prlmero de estos trabajos fue realizado en 1973 por Rosenberg
y col., (27) en el Chaco paraguayo sobre una poblac1on de aproximadamente



100.000 bovinos; 18 meses después de un extenso brote epidémico el 267%
de los bovinos del érea estudiada posela anticuerpos anti-VIA. ‘En los
animales mayores de 2 anos de edad las tasas de prevaienc1a de anti-
cuerpos variaron segiin el riesgo regional de exposicion a la enferme-
dad entre 24 y 557 con una tasa global de 38%. En los animales meno-
res de 2 anos de edad las tasas variaron entre 4 y 197 con una tasa
global del 8Z. Se concluyo que muchos. de 103 reaccionantes menores de
2 anos habrian adquirido anticuerpos por via calostral. Los autores
concluyeron que las encuestas serologicas para la estimacion de preva-
lencia de antlcuerpos anti-VIA eran de inestimable ayuda para la vigi-
lancia epldemlologlca de la fiebre aftosa en América del Sur. Para
una lnterpretac1on correcta de esas encuestas se recomendo tener en
cuenta la estructura etaria de la poblacion animal, la persistencia pro-
bable de antlcuerpos en base a los antecendentes de 1nfecc1ones y va-
cunaciones previas v los flujos de movimiento de ganado en el area de
estudio,

En 1975, el Ministerio de Asuntos Campesinos y Agropecuarlos de .
Bolivia, en colabora01on con la FAO v el CPFA/OPS (I8) realizo una en—
cuesta sobre una poblacion de 10.200 ovinos en el Valle de Cochabamba,
Bollv1a, con el fin de determinar las tasas de infeccion de esta espe—
cie en un area de frecuente ocurrencia de fiebre aftosa en la especie
bovina. A pesar de que solamente el 5% de propietarios encuestados de-
clararon la presenc1a de ov1nos enfermos durante los anos 1974 y 1975,
el 56% de los rebanos poseia por lo menos uno de 3 ovinos con anticuer-
pos anti-VIA, Aun cuando los ov1nos de la region no estaban vacunados
contra la fiebre aftosa, 109 poseian niveles significativos de anticuer-
pos neutralizantes contra. cualquiera de los 3 tipos de virus (0, A, C).
De éstos, en 39 no se detectdo anticuerpos anti-VIA, :

Tambien en 1975, Lobo y col. (15) reallzaron una encuesta sero—
loglca en bovinos de un area actualmente libre de fiebre aftosa en el
Choco, Colombia. Sobre una poblacion total estimada de 18.500 bovinos
se sangraron 497 bovinos de 265 fincas. A pesar de haberse disenado
la muestra en base a una prevalencia esperada del 0,5%, sé obtuvo un
127 de bovinos reaccionantes en 14% de las fincas. No se registraron -
las edades de los animales ni los antecedentes de la enfermedad, men-—
cionandose apenas la suspension de la vacunacion sistematica desde
unos 18 meses antes y la ocurrencia del Ultimo brote de fiebre aftosa
en el area el ano anterior al muestreo, Dos anos despu@s, Barrera y
col. (8) efectuaron un nuevo muestreo sobre la misma poblacion hallan-
dose un-10,5% de bovinos positivos, correspondiendo una tasa de 6% a
los menores de 4 anos de edad y 15% a los mayores.

En julio de 1976, Quintard y Paredes (25) llevaron a cabo una
encuesta en la Region X de Chlle, al sur del pais, en la que se habia
dlagnostlcado flebre aftosa clinica por ultima vez a fines de 1971,

La region poseia una poblacion bovina de alrededor de 815.000 anlmales
distribuidos en unos 20.000 predios, La mayer parte de la region no
era vacunada desde 1973 aunque en determinadas provincias se vacuno
hasta 1976. La tasa global de reaccionantes fue de 2,47 correspondiendo



3,67 al estrato mayor de 2 anos de edad y 0,4% 2l de menos de 2 anos.
Estos animales se ubicaron en 197 de los predios muestreados, La ma-
yoria de los animales reaccionantes poseia mas de 6 anos de edad y el
97% (88/91) habia sido vacunado con una vacuna comercial del tipo AEI/
(HO) 3A1 por ultima vez en 1976, Se observo una asociacion positiva
entre el numero de vacunaciones y el grado de los resultados positivos
al VIA, En la zona mas austral del pais (Region XII), declarada libre
de fiebre aftosa, con un ultimo registro de la enfermedad en 1970,
Quintard (24) no hallo ninglin reaccionante en 520 bovinos muestreados
en marzo de 1977, Cabe senalar que en esta region nunca se vacuno.
Estos resultados coinciden con la ausencia de anticuerpos anti-~VIA en
2.100 sueros de bovinos de America Central, estudiados en el CPFA en-
tre 1976 y 1978 (8).

El trabajo de Dawe y Pinto (10) realizado recientemente con sue—
ros de bovinos del norte de Malawi parece confirmar los resultados ob-
tenidos en la Region X de Chile,al encontrarse anticuerpos anti~VIA en
individuos pertenecientes a un grupo reducide de bovinos sometidos a
vacunacion sistematica anual y revacunados para fines de este experi-
mento una o dos veces con 3 semanas de intervalo. Esta respuesta demos—
tro ser de corta durac1on. Un grupo de bovinos prov1entes de un area
no sometida a vacunacion sistematica, que recibid una o dos vacunacio-
nes con 3 semanas de intervalo, no desarrollo anticuerpos anti-VIA.

En un trabajo recientemente publicado, Pinto y Garland (20) ana-
lizaron el efecto de vacunaciones repetidas sobrela_respuesta inmunita-
ria al antlgeno ViA, Animales sometidos auna sola vacunacidon, con vacu-—
nas inactivadas por formol o por AEI, no desarrcllaron anticuerpos de-
tectables. Sin embargo, cuando revacunados desarrollaron una respues-
ta que fue de menor intensidad y duracion en los que recibieron vacuna
con AEI que los tratados con la formolada, Similarmente, los animales
tratados con vacuna formolada desarrollaron anticuerpos de larga dura-
cion contra el VIA con posterioridad a la descarga de virus virulento.
En cambio, los vacunados con vacuna de AEI respondieron en forma tran—
sitoria. Algunos de los animales no desarrollaron anticuerpos detec—
tables contra el VIA a pesar de poseer altos niveles de anticuerpos de
neutralizacion y el virus haber sido aislado del LEF, Se evidencio una
alta variabilidad individual en las respuestas obtenidas aungue se re-
conocio que el esquema de vacunaciones repetidas en intervalos breves
no es normalmente aplicado en el campo.

Estupinan y col.(78) utilizaron la técnica de IDD en agar con
diluciones del suero para el seguimiento de 9 bovinos enfermos y 18
bovinos sometidos a vacunaciones repetidas. En los 9 bovinos convale-
cientes se detectd anticuerpos anti—VIA hasta 17 meses postinfeccion
notandose una tendencia a la disminucion de los titulos del suero con
el tiempo y en relacion a la desaparicion de virus del area E/F. La
casi totalidad de los 18 bovinos vacunados 3 o mas veces, posela an-
ticuerpos anti-VIA hasta dos meses después de revacunados. Alrededor
de la mitad mantuvo anticuerpos hasta 100 DPV. En todos los casos de
animales vacunados, los titulos sericos fueron bajos.



_Pruebas realizadas por Pinto y Hedger (2I) en sueros de bufalos
y otras especies silvestres de Rodesia y Africa del Sur, infectados na—
tural o experimentalmente, demostraron resultados similares a los pre-
viamente hallados en la especie bovina. La prueba de la IDD demostrd
resultados comparables a las pruebas de seroneutralizacidn para la de-
teccion de infecciones pasadas, pero su sensibilidad fue menor. Se ha—
llaron anticuerpos de origen calostral en bufalos de hasta 6 meses de
edad pero animales vacunados no desarrollaron anticuerpos anti-VIA.

También en carpinchos (capibaras) inoculados parenteralmente con
virus tipo O, Rosenberg y Gomes {(26) detectaron anticuerpos anti-VIA
desde los 15 dias hasta por lo menos 69 dias postinfeccion.



i11. UTILIZACION DE LAS PRUEBAS DE VIA EN EL
CENTRO PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA

Desde 1972 el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa ha venide de-
sarrollando investigaciones sobre la respuesta immunitaria de diversas
especies al antIgeno VIA. Algunos de esos estudios fueron publicados
y comentados previamente (I, 2, 8, 18, 28, 27).

Otros estudios no publicados incluyen:

1. Respuesta de bovinos empuestoé a un foco de fiebfe aftosa

Un rebano de 47 bovinos de la Region Oriental del Paraguay, lo-
callzado en un area que no hab1a registrado la presencia de fiebre af-
tosa hacia por lo menos 4 anos, fue afectado por un foco de la enfer-
medad ocasionado por virus 0;. El rebano venla siendo vacunado siste-
maticamente cada 4 meses con vacuna comercial inactivada por AEI. En-
fermaron 7 bovinos. A los 20 dias de detectado el foco los 47 anima-
les fueron positivos al VIA. Tambien lo fueron 8 de 35 bovinos. de un
hato lindero que mo tuvo manifestaciones clinicas de la enfermedad.

De acuerdo con los antecedentes de vacunacion y ausencia de -enfermedad
en el area se asumic que el nimero de reaccionantes previo al brote de-
bia ser muy bajo. El hecho de hallar todos los animales positivos fue
interpretado como una infeccion masiva de la totalidad del rebano, su-
poniendose que el hato vecino tambien habia sido expuesto al virus a
pesar de no haberse presentado sintomas clinicos de la enfermedad.

2,  Estudio de un hato libre de enférmedad cllnzca sonetado a
vacunaciones sistematicas

En un'hato de aproximadamente 700 bovinos lecheros del estado
de Minas Gerais, Brasil, el CPFA viene desarrollando diversas pruebas
de vacunas en animales jovenes desde hace varios anos. La poblacion
adulta es regularmente vacunada cada 4 meses con vacunas del tipo hi-
droxido de aluminio-saponina inactivadas con AEI o BEI, preparadas en
el CPFA.

_ A partir de septiembre de 1975 se realiza un muestreo periodico
de la poblacion de vacas. De una poblacion fluctuante de alrededor de
200 vacas se sangran entre 25 y 35 animales. Las vacas mas jovenes re-
‘cibieron por lo menos 6 vacunaciomes. El Cuadro 1-muestra los resulta-
dos obtenidos. Durante el periodo de 4 meses entre vacunaciones, el
numero mas alto de bovinos reaccionantes correspondio a una de las san-
grlas al tercer mes postvacunacion con 8 de 30 p051t1vos (27%). Las &
sangrias realizadas al cuarto mes postvacunacidon arrojaron resultados
que variaron de 0 de 25 hasta un maximo de 5 de 31 (16%). Se debe to-
mar en cuenta que el muestreo se realiza por sorteo entre los indivi-
duos pertenecientes a la categoria animal, por lo tanto la edad de las
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vacas seleccionadds puede variar entre 3'y mas de 10 anos de sorteo a
sorteo, con la consiguiente diferencia en el numero de vacunaciones
realizadas. Esta diferencia podria ser respomnsable por la variacion
observada en los resultados.

CUADRO 1. Vacas positivas al antigeno VIA en diversas
sangrias de un rebano sometido a vacunacion :
cada 4 meses, Minas Gerais, BrasilZ

Meses después de la tltima vacundcion”

| R 2 3 4 5 L7 10
N9 Z N Z NO . % NO 7 N¢ 2 N9 7% WO 7
2/358/ ¢ 5/32 16 4/31 13 2/32 6 0/27 0 1/33 3 0/28 0
/25 & . 8/30 27 5/31 16 o 2/25 8

‘ 0/25 0 3/29 10 o '

0/25 0

.E/Gomes, I.‘& Rosenberg, F.J., CPFA, 1979. (Datos no pﬁbliéa&oS).
b/NGmero de positivos/total, ©

3. Respuesta al VIA en bovinos revacunados con dtversos tapos
‘de vacuna
a) Fueron seleccionados 35 terneros no vacunados de 5 a 6

meses de edad negativos al antigeno VIA. Cinco meses después de vacuna-
dos con vacuna tipo hidrboxido-saponina/BEI fueron vacunados con dosis
diferentes de vacuna de adyuvante oleoso, El Cuadro 2 senala los resul-
tados, .

CUADRO 2, Respuestas seroldgicas al antigeno VIA segun dosis de vacuna® a/
Dosis " No - ' Dias postrevacundacion con vacuna oleosa
vacuna * animales’ 0 ' % 6 11 30 50 90
11 S B
/4 '8 - - - - - - - -
1/16, 9 e - -
1/64 ~9' = - - - - - - -

a/GComes, I.y Auge ‘de- Mello,- .,-CPFA; 1979, (Datos no publicados).
b/Negatlvos. HeoT AR :
E/Numero de animales positivos.
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Solamente dos de los vacunados con la vacuna sin diluir dieron
respuesta positiva a los 11 DPV. . En ninguna de las otras muestras fue
posible detectar antlcuerpos contra el VIA., Otros 58 terneros del mis-
mo lote mantenidos sin vacunar no desarrollaron anticuerpos detectables
al VIA.

. b} _ Trelnta bovinos sensibles seleccionados para el estudio
de la respuesta anamnéstica a la vacuna de adyuvante oleoso fueron vacu-
nados con vacuna de (HO);Al y revacunados a los 5 meses con tres tipos
de .vacunas (5). Fl Cuadro 3 presenta los resultados de antlcuerpos anti-
VIA.

CUADRO 3. Respuesta al VIA de bov1nos revaCunados con
3 vacunas. dlferentes contra la flebre aftosa_

‘Dias ‘postrevacunacion '

0o 2 4 6 10 30 60 90 120 150 180

Vacuna

Adyuvante oleoso - = .- =~ = = om = - -
Adyuvante (HO);Al :
Sin adyuvante R T T — e -

t

|

]

|
b—l
]

H
=

1

!

|

alAuge dg:Meilo,”?.ry.Gomés, I., CPFA, 1977. (Datos no publicados).

Solamente dos de los 10 animales del grupo vacunado con’ vacu-
na de adyuvante (HO);Al tuvieron respuestas breves al antigeno VIA. En
ninguno de los otros animales se lograron detectar anticuerpos antl—VIA

4. Efectos de la vacunacion sistematica _con vacuna de adyuvante
oleosc, Bage, RS, Brastl

a) Desde 1972 se desarrolla un proyecto de vacunacion sis-
temitica de un rebano bovino del Municipio de Bage, Rio Grande do Sul,
Brasil, con vacuna de adyuvante oleoso (4). Al inicio del proyecto
fueron identificados 6 bovinos positivos al VIA. Un ano después, el
nimero de positivos disminuyd a 2; en 1974 solamente sedetects uno y
a partlr de abril de 1975 no se 1dent1f1co nlngun bovino positivo.

Un terneroc nac1do de una de las vacas p081t1vas posela anti-
cuerpos ‘detectables contra el VIA a las 24 horas de nacer, demostrando
que -estos anticuerpos son transferldos por el calostro,

_ . b) o Del mismo establec1m1ento fueron colectados 602 sueros
de bOVanS sen51b1es primovacunados:y. revacunados a los: 30, 60, 90 o _
180 dlas con.vacunas conteniendo adyuvante:de emulsidn, prlmarla en comr
paracion con vacunas con adyuvante de emulslon doble.. Los 602_sueros,
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colectados a partir de los 30 0 60 dias posteriores a la revacunacion,
fueron negativos al VIA por la prueba de IDD.

5. Respuestas dZ,VIA en bovinos éometidos_a pruebas de control
de vacunas

Un grupo de 30 bovinos adultos previamente vacunados fue someti-
do a 3 vacunaciones con vacuna trivalente DAC de adyuvante oleoso con
intervalos de 6 meses. Doce meses después de la Gltima vacunacion se
les efectud una prueba de descarga con virus 0, Campos (I¢4). El Cuadro
4 muestra los resultados a los 15 y 36 dias posteriores a la misma.
Previo a la descarga todos los animales poseian altos titulos de anti-
cuerpos de neutralizacion fremte a los 3 virus. Previo a la primera .
vacunacion con vacuna de adyuvante oleoso ocurrio um brote de virus A
en la hacienda. :

CUADRO 4. Desarrollo de anticuerpos anti-VIA y virus E/F
en bovinos vacunados y sometidos a descarga viral (14)

Dias postdescarga viral

Gru?os-de ’ 0 15 36
bovinos

No VIA E/F VIA E/F VIA E/F
Vacunados 30 10 4] 20 26 19 24
Control 4 0 0 4 2 a/ 3

a/ Un control murio.
E/F = Esofago/faringeo.

6. Estudios de campo

a) Valenca, Rio de Janeiro, Brasil

En 1977 se inicio un programa de vacunacion de una poblacion
de aproximadamente 35.000 bovinos del municipio de Valenga, estado de
Rio de Janeiro, Brasil, con vacuna antiaftosa de adyuvante oleoso.
Como paso previo al inicio de ese programa, se establecio un -diagnos-
tico de la situacion de la fiebre aftosa en el municipio, a fines de
1976, Se seleccionaron por muestreo 91 rebanos estratificados en 5
sectores y 960 bovinos de todas las edades. El Cuadro 5 demuestra la
asociacion estadistica observada entre la declaracion de ocurrencia de
fiebre aftosa durante el perlodo 1974-1976 y la presencla de animales .
positivos al VIA en esos rebanos. :
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CUADRO 5. Rebanos con bovinos pOSitiVDS.ai VIA segln declaraci6n
de presencia o ausencia de la enfermedad entre
1974 y 1976. Valenca, RJ, Brasil, 19762/

Fiebre Aftosa en 1974 ~ 1976

via - Con declaracion Sin declaracidn Total
+ 7 o 36 43
- - W o 48
Total 8 83 o1

- . x2 = 5,7 (P<,05)

a/ I Curso de’ Ep1dem1010g1a ¥ Slstemas ‘de’ Informacion, CPFA,
1976. (Datos no publicados). .

En el Cuadro 6 se puede observar la distribucidon por edades de
la prevalencia de bovinos positivos al VIA, Notese el aumento del por-
centaje de reaccionantes en los animales adultos.

CUADRO 6. Bovinos reacc1onantes al VIA/segun clase etar1a
Valenga, RJ Brasil, 19762

~TRebanos - , .

con aftosa VIA _ Edad én_meses :

1974-1976 + Total  6-11 12-23 24-35° 236 Total
N9 8 43 91 '7/153  7/136  4/80  68/591  86/960
y4 9,0 47,2 - = 4,6 - 5,1 s;o 11,5 . 9,0

a/ I Curso de Epidemiologia y. Slstemas de Informac1on, CPFA 1976.
(Datos no publlcados) ]

El Cuadro 7 indica los resultados de los sueros de bovinos del
mismo municipio frente al antlgeno VIA luego de sometlda la poblacion
a diversas etapas de vacunacion perlodlca con vacunas de adyuvante de
(H0)a Al y oleosa. . : -
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La disminucion del ntmero de bovinos positivos al VIA coincide
con la ausencia de registro de la enfermedad durante el periodo. Se
llama la atencidon sobre el grupo de animales nacidos con posteriori-
dad al-inicio del programa, ya que en ninguno de ellos se demostro la
presencia de anticuerpos anti-VIA.

b) Piura, Peru-

Durante el mes de octubre de 1978, se llevo a cabo un diag-
nostico -de la situacidon sanitaria de la poblac1on bovina de ‘una region
de Piura al norte de Peru, frontera con el Ecuador. La regidn encues-
tada corresponde a 4 agencias del departamento de Piura que poseen
119.000 bovinos distribuidos en 4.136 rebanos. El1 Cuadro 8 resume los
resultados obtenidos con respecto a la prevalencia de animales positi-~
vos al VIA.

La ausencia de reaccionantes en los 198 animales menores de 2

anos de edad coincide con la ausencia de registro de fiebre aftosa du-
rante los 2 anos previos al muestreo.

" CUADRO 8. Numero de rebanos y bovinos p051t1vos aI/VIA segun
: ) region y grupo etario, Piura, Perdi, 19782

Posgsitivos

Bovinos

Agen;ia Rebanos <1 ano 1-2 anos >2 anos Total

' NQ Z Ne Z NQ A NQ 4 NQ y4
Piura  4/25 16 0/4 ~ 0/61 -  6/59 10  6/124 4,8
Sullana 2/10- 20 0/20 - 0/20 - 2/40 5 2/80 2,5
San Lorenzo 0/7 O 0/17 - 0o/11 - 0/30 0 0/58 0,0
Chulucanas 16/26 61 0/15 - 0/50 - 29/162 18 29/227 12,7
Total 22/68 32 0/56 0 0/142 0 37/291 13 37/489 7,5

‘g/ Curso Internacional sobre Enfermedades Vesiculares, Piura, Peru,
1978, CPFA/OPS.

~©) Frontera Colombo-Brasilera, 1978-1979

Como parte de las act1v1dades de la Comision Mixta del  Con-
venio de Salud Animal Brasil- Colombla se desarrollo un diagnostico de
la sltuac1on_san1tar1a animal en el area de la frontera entre ambos
paises., EI estudio cubrid el municipio de Benjamin Constant, Amazonas,
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Brasil, a fines de 1978 y el municipio de Leticia, Amazonas, Colombla,
a medlados de 1979.

E1 Cuadro 9 da los resultados obtenidos en ambas. reglones-

Los resultados de Brasil, donde solamente 4 animales resultaron positi-
vos, coinciden con la ausencia de declaracion de fiebre aftosa en el
area, no asi en Leticia donde, a pesar de obtenerse 277 de bovinos po-
sitivos, no se registra la enfermedad desde 1969, En Leticia se vacuna
cada 6 meses con una cobertura de cerca del 957 de las fincas, mientras
que en Benjamin Constant solamente 247 de los propletarlos vacunan  -su
ganado contra la fiebre aftosa, Se desconoce si la diferencia observa=:
da se relaciona a la cobertura de la vacunacion o al 1ngreso de bov1nos
a Leticia provenientes de otras areas.

CUADRO 9., Bovinos positivos 4l VIA en el ayea de
frontera Brasil-Colombia, 1978-19792

. e . ~ Bovinos .. Positivos
Municipilo Rebanos ' . :
Total = Muestreados - NQ 7

Benjamin . . ' . . e

Constant, 1/42 1,100 123 4 3,2

Brasil _ . T
Leticia, 4/5 3,545 224 .60 26,8

Colombia ‘ ¥ &

a/ Urbina, M.; Cardenas, J. y Bonilla, L., ICA, 1978.
Azeredo, R.S., y Sathler, A.B., SDSA, 1978 y CPFA, 1979.
(Informes de trabajo).

d) Espinosa, Minas Gerais, Brasil

Como parte de un estudio longitudinal sobre estomatitis vesi-
cular en el norte del estado de Minas Gerais, se han efectuado pruebas
para la deteccion de antlcuerpos anti~VIA en dos poblac1ones bovinas
pertenec1entes a un mismo municipio. Los bovinos del area I pertene=
cfan a 12 establecimientos cuyos propietarios declararon la existencia
de enfermedad vesicular una o mas veces en el perlodo 1973-1977, Los
del Area II corresponden a 6 rebanos en los que nunca se detecto la
presencia de enfermedad. ve51cu1ar.” El CuadrolO resume los resultados
obtenidos. -
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CUADRO 10. Bovinos reaccionantes ‘al VIA en dos poblaciones bov1nas
del norte de Minas Gerais, BrasilZ e

Con antece  yrp _ imeros positivos/Total muestreados

N9 dentes de
Areas . .bahos enf.vesic. | i
nfvesic. abr/78 7 Ago/78 % Nov/78 % May/79 %
1 129 34/151 23 21/147 14 12/123 10 11/113 10
11 6 - b/ 1/47 2 0/45 0 . 0/39 O

a/ Faber da Silva, N.; Dominguez, A.L.; Rosenberg, F. y Obiaga, J.A.,
CPFA, 1979. (Manuscrito en preparacidn).
b/ No realizado.

Debe ser notada la diferencia significativa entre ambos estra-
tos.

Durante 1978 no hubo registros de enfermedad v331cu1ar en la
reglon de . estudlo. Esta falta de registro parece reflejarse en la dis-
minucion del nlmero de animales reaccionantes aun cuando se debe consi~
derar que en las sangrlas sucesivas se tendia a seleccionar una propor—
cidn mayor de animales jovenes, cuya prevalencia de anticuerpos fue
sensiblemente menor que en los adultos (Cuadro 11).

CUADRO 11. Bovinos muestreados y reaccionantes al VIA por clase etaria.
Area I. HEspinosa, Minas Gerais, Brasild

Abril | . Agosto Noviembre == Mayo/79
Bovinos :
N¢ Pos, % N° Pos. % N? Pos. %Z NQ Pos. 7
<1 18 1 6 63 4 6 62 4 6 34 C 0
1-3 59 11 19 31 0 0 34 1 3 37 1 3
>3 74 22 30 53 17 32 27 7 26 42 .10 24
Total . 151 34 23. 147 21 14 123 12 10 113 11 10

a/ Faber da Silva, N. y col., 1979.

7. «  Anticuerpos anti-VIA .en porcinos;i’

Fue realizada una prueba de potencia en .porcinos vacunados por
- - . y - . g o
via intraperitoneal con vacuna oleosa de emulsion doble por medio del. .
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contacto con cerdos enfermos 30 dias posteriores a la vacunacion.  El
Cuadro 12 ofrece los resultados a la prueba del VIA.

 CUADRO 12. Respuesta seroldgica al antigeno VIA en porcinos

expuestos a animales infectados 30 DPV (I13) /

Dilucion ,
de 1la Lesiones Acs, VIA
vacuna
1:1 : o 0/158/ , 0/15
1:3 4/1s - 7/15
1:9 7/16 8/16
1:27 \ \ 7/10 7/10
Controles 414 2O &4
Total : 22/60 . 26/60.

a/ NQ con lesiones/Total de porcinos observados.

El cuadro siguiente muestra la asociacion hallada entre el de-
sarrollo de lesiones vesiculares en las patas y de anticuerpos contra
al VIA. :

Lesiones .
- __—TKes. VIA T Total

+ .20 2 22
- 6 32 38

Total ' 26 34 60

En solamente 2 de los 22 porcinos que desarrollaron lesiones ve-—
siculares no fue posible detectar anticuerpos contra el antigeno VIA
por la prueba de IDD. En cambio, en 6 de los 38 animales que resistie-
ron clinicamente a la exposicion al virus se demostro la existencia de
anticuerpos anti-VIA, indicando presumiblemente una infeccion subclini-
ca en los mismos.
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IV, METODOS PARA LA PREPARACION DEL ANTIGENO VIA Y
MEDICION DE ANTICUERPOS

1. Preparacion del antigeno VIA

Fueron descritos basicamente tres procedimientos de preparacion
del antigeno VIA que se diferencian entre si por el grado de pureza del
producto obtenido. El procedimiento originalmente utilizado por Cowan
v Graves (9) se basa en la separacion por cromatografia en columnas de

DEAT-celulosa del sobrenadante de la ultracentrifugacion de cultivos de
virus en celulas BHK y posterior precipitacion por una solucidon satura-
da de sulfato de amonio (S04(NH4)2)}. El antigeno VIA eluido de 1a
columna cromatografica es luego concentrado por dialisis por presion
negativa o por precipitacion con sulfato de amonio a media saturacion
y posterior dialisis contra solucidn fisiologica fosfatada. El produc-
to final tenia una concentracion que oscilaba entre 500 y 2.000 veces
la del medio de cultivo original,

El CPFA desarrolld un metodo simplificado que fue utilizado para
las primeras pruebas que se realizaron en América del Sur para estudios
de anticuerpos anti-VIA., El método descrito por Aleomso y Sondahl en
1975 (2) consiste en la separacion grosera del antigeno VIA de 1los
componentes virales mayores por medio de agitacion y centrifugacion
del cultivo de virus de la fiebre aftosa en células BHK con PEG 6000
(polietilenglicol). EL sobrenadante del producto de esta centrifuga-
cion es mezclade con S04 (NHuL): a una concentracion final del 35% p/v.
La centrifugacion lenta de esta mezcla da lugar a tres capas de las
cuales la intermedia, mas solida, contiene la mayor cantidad de anti-
geno VIA, )

El Laboratorio de Plum Island publicé un manual sobre el antige-
no VIA (22) en el que se describen detalladamente las técnicas utili-
zadas para la preparacion de antigeno y realizacidon de las pruebas
serologicas. El método descrito utiliza el sobrenadante de una suspen-
sion virica precipitada por PEG 6000 como fuente de antigeno VIA previo
tratamiento en columna cilindrica con DEAE-Sephadex A-50. Este proce-—
dimiento es utilizado en el presente por la mayoria de los investigado-
res,

Lobo vy col. (I6) compararon el procedimiento simplificado con la
tecnica utilizada como rutina por el Laboratorio de Plum Island (22),
llegando a la conclusidon de que este Ultimo (antigeno purificado) da
lugar a un producto exento de componentes: 140S.y 125 y de titulo supe-
rior comparado con el otro procedimiento (antiIgeno crudo).

Recientemente Morgan -y col. (78) lograron obtener un producto
purificado a partir de un procedimiento complejo alternando procedi-
mientos cromatograficos y de filtracion diferencial. De acuerdo con
los autores Habria dos antigenos VIA: uno "grande" y otro "pequeno”,
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siendo que este Ultimo parece.tener una mayor actividad antigenica por
miligramo de proteina. Los autores sugieren el empleo del VIA purifi-
cado por el procedimiento descrito en radio-inmuno-ensayos y metodos
inmuno-colorimétricos.

Si bien el procedimiento de Morgan y col. (Z9) permite, por el
elevado grado de pureza obtenido, disponer de un antigeno estandarizado
ofreciendo, por lo tanto, la posibilidad de realizar pruebas serologicas
de mayor confiabilidad, reproducibilidad y sensibilidad, cuenta con el
inconveniente de requerir equipos y materiales costosos dificilmente
asequibles por laboratorios destinados a diagnosticos de rutina. ‘El
procedimiento descrito por el Laboratorio de Plum Island, ampliamente
utilizado por el CPFA y por los laboratorios ligados a los programas
de combate a la fiebre aftosa en los paises de Ameérica del Sur, ofrece
en cambio la simplicidad de la técnica utilizada y la facil disponibi-
lidad de los materiales y equipos requeridos para su preparacion. Con-—
sideramos que, sin ser excluyentes, el uso de los diversos procedimien-
tos conocidos se debe hacer de acuerdo con las necesidades y objetivos
de cada laboratorio, ya sean estos estudios de investigacidn basica o
de campo. La disponibilidad de un antigeno purificado que sirva de con-
trol estandar por parte de los laboratorios de diagnostico podra ser
una medida sumamente recomendable.

2. Pryebas para la deteccidn de anticuerpos contra el antiéeno VIA

Las pruebas serologicas utilizadas para medir anticuerpos séricos
desarrollados como respuesta al estimulo por el antigeno VIA son cuatro.
La prueba de IDD en agar, téecnica original de Ouchterlony, fue aplicada
al estudic de anticuerpos anti~VIA por Cowan y Graves (9) v posterior- -
mente descrita y comparada a otros procedimientos por Wagner y col. (31),
Lobo v col. (16) y Alonso y Sondahl (2). Cowan y Graves, asi como Lobo
vy Alonso y col., utilizaron la prueba de fijacion de complemento; Wagner
y col. describieron la prueba de inmunodifusion radial aplicada al
antigeno VIA resaltando la mayor sensibilidad y la posibilidad de cuan-
tificacion cuando se la compara con la IDD. La técnica de inmunoelec-—
troforesis es utilizada por Lobo y col. (I8) en comparacion con la
difusion en agar y la fijacion del complemento. '

Recientemente, Centeno y col. (7) adaptaron la contrainmunocelec-—
troforesis (CIEF) para la investigacion de anticuerpos anti-VIA, Tue
efectuada en agarosa HEEO (electroendosmosis alta) al 1% p/v vehiculi-
zada en un buffer barbital acetato de sodic. Para incrementar la sen-
sibilidad de 1a técnica, 1os sueros fueron corridos- frente a 3 dilucio~
nes del antigeno. La prueba de CIEF dio una mayor sensibilidad para
la deteccion de anticuerpos anti~VIA comparada con la IDD en agar, los
Cuadros 13 v 14 muestran los resultados preliminares comparativos entre
ambas técnicas, NOtese que, ante una reproducibilidad similar, la
técnica de . CIEF ofrece una sensibilidad significativamente mayor que
la IDD. e :
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. CUADRO 13. Sensibilidad (£) y correlacion (#) de IDD y CIEF
en la deteccion de anticuerpos anti-VIA&

T €é ¢ n i ¢ a s

CIEF - ' IDD . Total
+ . 32 31 63
- ' Z - 15 17
Total ' 34 ‘ A _ 80
‘g (CIEF) = 63/80 = 78,87
£ (IDD) = 34/80 = 42,57 _ '
~ Diferencia = 36,3 (t = 5,048)
¢ = 0,32 x? = 8,345

a/ Centeno, E.R.; Obiaga, J.A.; Costa, K.F. y Mesquita, J.A.,
CPFA, 1979. (En publicacion). . .

CUADRO 14. Reproducibilidad de los resultados
por las técnicas de CIEF e IDDZ:

Determinaciones

Tecnicas :
) Primera
+ - Total
+ 57 5 62
Segunda - 1 17 18
CIEF
Total 58 22 80
(#) = 0,81 x% = 52,207 (p <0,01)
+ 32 2 34
Segunda - 3 43 46
IDD
Total 35 45 80

(9y = 0,87 x? = 60,956 (p <0,01)

a/ CENIENO, E.R.; Obiaga, J.A.; Costa, K.F. y Mesquita, J.A.,
CPFA, 1979. (En publicacion).

En este cuadro se comparan log resultados obtenidos en dos deter-
minaciones efectuadas con los mismos componentes y en iguales condiciones.
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La prueba de la IDD es hasta hoy la mas ampliamente utilizada
por los programas nacionales de combate de la fiebre aftosa. A pesar
de poseer la desventaja de ser cualitativa y de baja sensibilidad,
tiene la ventaja de su simplicidad y de poder ser realizada aun en
condiciones precarias de campo. Se han descrito tentativas de cuanti-
ficacion de anticuerpos por medio de la dilucion seriada de sueros en
la prueba de IDD (Estupinan y col, (12) y Alonso F., A,, datos no pu-
blicados). Si bien este procedimiento permite diferenciar a grandes
rasgos concentraciones diferenciales de antlcuerpos, no permite una
adecuada reproducibilidad ni estandarlzac1on de la técnica debido a
los efectos diferenciales que la dilucion del suero puede temer sobre
la doble difusion Optima del antigeno y el suero.

En forma similar a lo analizado para las técnicas de producciSn
de antigeno, es posible que una combinacion de pruebas serologlcas, de
acuerdo con los objetivos de las investigaciones, sea lo mas convenien-
te, La prueba de la IDD puede ser especialmente recomendable a n1ve1
periférico para el control de movimiento de animales o a nivel de paises
que poseen instalaciones poco desarrolladas en los niveles centrales.
En cambio, la prueba de CIEF podra ser ideal para muestreos poblacio-
nales de gran envergadura, teniendo en cuenta su mayor sen31b111dad la
posibilidad de poder 1nvest1gar simultaneamente un mayor numero de mues—
tras y la economia de antlgeno debido a las altas diluciones del mismo
utilizadas en la prueba.
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Los Cuadros 15, 16y 17 resumen los hallazgos serologicos encon-
trados por diversos autores o instituciones en animales infectados na-
tural o experimentalmente y en bovinos vacunados pero no infectados.

En lo que se refiere a animales susceptibles, expuestos experi-
mentalmente al virus de la fiebre aftosa (Cuadro 13) son poces los datos
disponibles, particularmente en termines de persistencia de los anti-
cuerpos. En bovinos, ovinos, caprinos ¥ porc1nos susceptibles, los
datos indican entre 86 vy 1007 de conversion sérica entre 30 v 60 dias
postinfeccion medida por la tecnica de la IDD. Las tnicas referencias
disponibles en relacidn a la persistencia de los anticuerpos no son
coincidentes, Mientra que en el CPFA se halld que solamente 5 de 12
bovinos continuaban pesitives a los 15 meses post1nfecc1on (p.i.), en
Colombia se cbservan 9 de 9 positivos a los 17 meses p.i. Estas dife-—
rencias podrian ser debidas a los antecedentes de los grupos experimen—
tales: mientras que los 12 bovinos del CPFA habian sido libres de an-
ticuerpos ¥ virus E/F previo a la exposicion (I), los bovinos pesqulsa—
dos en Colecmbia se infectaron a nivel de campo ¥y no constan examenes
laboratoriales previos al brote de la enfermedad, ni la presencia de
animales centinelas de infeccidn (I12), Una respuesta secundaria o una
reinfeccidn subelinica podria, asi, explicar la mayor persistencia de
los anticuerpos.

Con respecto a las enecuestas serologicas de terreno realizadas
en diversas areas del Continente (Cuadro 16), los resultados coinciden
en demostrar la ausencia completa de animales reacc1onantes al VIA en
Sreas libres de fiebre aftosa (8, 24). También en areas de ocurrencia
ocasional de 1a~enfermedad.en.las que no se detectan casos clinicos du-
rante 3 o was anos se demuestra la ausencia de animales reaccionantes en
la poblaclon bovina menor de 2 anos de edad (Valenga, Cuadro 7; Piura,
Cuadro 8; Esplnosa, Cuadro 10). En el caso de la X Regidn de Chlle (25),
shlo 6 de mas de 1.500 terneros muestreados resultaron p051t1vos, re-
presentando una prevalencia menor del 0, SZ. En todas las regiones es-
tudiadas es significativo el aumento del numero de reaccionantes con la
edad de los animales sometidos a prueba. En general, las tasas de
prevalencia halladas son coherentes con los antecedentes histdricos de
la enfermedad en la region. Los datos del Choco, Colombla (6, 15},
parecen ser mas altos de lo que seria de prever en un area supuesta—
mente libre de v1rus, partlcularmente en la segunda sangria. No se
posee una explicacion univoca para este hecho. Tampoco coinciden los
datos de Let1c1a (Cuadro 9) con la ausencia de reglstro de la enfermedad
durante los uUltimos 10 anos, Una posible explicacion de este hecho
podrla estar referida a deficiencias en el sistema de v1g11anc1a epide-
miologica.

Con relacidn a los efectos de vacunaciones repetidas en la in-~
duccion de anticuerpos anti-VIA, ex1ste también una relativa uniformi-
dad en los hallazgos (Cuadro 17) Fue muy ocasional el hallazgo de
positivos despues de 2 vacunaciones con 1ntervalos de 4 o mas meses con
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vacunas inactivadas con AET, aunque los datos obtenidos en el CPFA
(Cuadros 2y 3) y por Pinto y Garland (20) parecen indicar que aumenta
la probabilidad de hallar reaccionantes al VIA en las primeras2 semanas
postvacunacian. ‘Las posibilidades de hallar positivos aumenta con: a)
el numero de vacunaciones; b) el menor intervalo entre vacunaciones; y
¢) el uso del formol como inactivante y disminuye en forma bastante
acentuada entre 30 y 60 DPV, Tanto los resultados obtenidos en el
CPFA (Cuadros 1,2 y3), como los presentados por el grupo de Pirbright
(10, 20, 21) y Estupinan y col. en Colombia (72), coinciden en senalar
una marcada variacion en las respuestas postvacunales. Sin embargo,
los resultados de Colombia son también aqui mas elevados que los halla-
dos por otros autores. La mayor prevalencia obtenida en los animales
adultos en las encuestas reallzadas se expllca probablemente por 1las
mayores posibilidades de exposicion al virus aunque no se descarta el
efecto del mayor nimero de vacunaciones a que &stos son sometidos,

Las dos hipotesis opuestas, referentes al mecanismo de accidn
del antigeno VIA, podrian inducir a interpretaciones diferentes de los
resultados obtenidos. Segun la hipotesis de Polatnick y col. (23), el
antigeno VIA corresponde a la ARN-polimerasa celular inducida por el
virus de la fiebre aftosa. Esta hipotesis se basa fundamentalmente en
el efecto inhibidor de anticuerpos postinfeccidn, pero no de anticuer-—
pos postvacunacion, sobre la actividad enzimatica del sistema ARN-poli-
merasa y la supresion de esta inhibicidn por absorcidon de los anticuer—
pos con antigeno VIA purificado. No se demuestra, sin embargo, la
identidad de origen de la actividad enzimatica con la inmunogénica (es
decir, que podria tratarse de dos proteinas antigénicamente similares
pero de origen diferente). Tampoco se demuestra el origen celular de
ninguna de ambas actividades (la enzimatica y la inmunogeénica). Los
resultados obtenidos por varios investigadores que se basan en esta
hipotesis interpretan los anticuerpos anti-VIA postvacunales como con-
secuencia de particulas incompletamente inactivadas o como residuos de
antigeno VIA de los cultivos celulares que sirvieron de substrato :para
la preparacion del antigeno vacunal (I7, 31). El trabajo de Morgan,
Moore v McKercher (19) suglere el mecanismo de acoplamiento de 1las
pequenas particulas antigenicas VIA a residuos protelcos de mayor tama
no come ocasionales 1nductores de respuestas inmunoldgicas en animales
vacunados, El mayor nimero de positivos en animales vacunados con anti-
genos inactivados por formol se deberia, por otra parte, a una mayor
probabilidad de inactivacion incompleta deblda al efecto de cola de
este inactivante,

Rowlands y col. (28) sostuvieron que existe una actividad inmu-
nogenlca idéntica al antlgeno VIA como componente estructural de la
particula viral. Se trataria de una subunidad pollpeptldlca del capsi-
de viral que serfa liberado mediante diversos mecanismos que inducen el
quiebre de puentes de hidrogeno (calor, pH, guanidina, etc.). No se
demuestra, en todo caso, la ausencia de un antigeno similar, de origen
celular. El efecto del formol, segln esta hipotesis, deberia ser
atribuido a uno de los dos siguientes mecanismos o a ambos: la mayor
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preservacion del antigeno VIA a temperatura ambiente por parte del
formol (mientras que el AEI degradaria mads rapidamente este componente)
(20),0 una actividad mas prolongada del formol sobre el capside viral,
exponiendo de esta forma mayor cantidad del componente VIA,

La presencia de polipéptidos idénticos al antigeno VIA como pro-
ductos de segmentacion de los precursores proteicos estructurales del
virus de la fiebre aftosa fue re01entemente conflrmada por Sangar y col.
(89, 30) v Doel y col, (11).

Debe senalarse por ultimo, que en ningin caso se ha logrado de-
mostrar inequivocamente el origen celular de la ARN-polimerasa del virus
de la fiebre aftosa, de forma que la identificacidn del antigeno VIA con
la citada polimerasa no invalida la posibilidad de su incorporacian a
la estructura preoteica viral. La necesidad de acoplar el antigeno VIA
purificado a un substrato proteico de mayor tamano para inducir una res—
puesta inmunitaria detectable (79) es coincidente con las observaciones
de Doel, Pinto, Rowlands y Sangar (11, 20, 28, 29, 30).

De ser el antigeno VIA efectivamente un componente de la estruc-—
tura viral debera esperarse un aumento del nimero de reaccionantes en
poblaciones sometidas a vacunacion sistematica a medida que aumente la
calidad de las vacunas en lo que a concentracion de antigeno viral se
refiere. Bajo cualquiers de ambas hipotesis, lo mismo deberia ocurrlr
con el uso de adyuvantes mas potentes.

En el caso de las vacunas de adyuvante oleoso,sin embargo, debe
tenerse en cuenta que dos factores contribuiran a la disminucion de
respuestas postvacunales anti-VIA a nivel de las poblaciones sometidas
a vacunaciones sistem2ticas: por un lado, el mayor intervalo entre
vacunaciones traera aparejado un nimero menor de dosis -aplicadas a los
animales, por otro, la concentracidon de antigeno incluido en las vacu-
nas de adyuvante oleoso es sensiblemente menor que la utilizada con el
(HO) 3 Al,

In sintesis, en base a los conocimientos adquiridos hasta el
presente, puede concluirse que:

1. Casi la totalidad de animales infectados por virus de la fiebre
aftosa desarrolla anticuerpos anti~VIA detectables por la prueba IDD
durante un periodo minimo de 6 meses, frecuentemente hasta mas de un
ano y ocasionalmente hasta mas de dos anos. Se desconoce el efecto
de vacunaciones repetidas sobre la persistencia de lcs antlcuerpos en
animales previamente infectados. .

2. Animales no infectados v no vacunados son libres de anticuerpos
anti-VIA, al menos desde que desaparezcan totalmente los anticuerpos
calostrales eventualmente transferidos (4 a 6 meses de edad).

3. La hiperinmunizacidn con vacuna inactivada estimula el desarro-
1lo de anticuerpos anti-VIA en un numero variable de animales. Esta
respuesta es generalmente transitoria y con titulos bajos.
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CUADRC 15, Anticuerpos anti-VIA en animales expuestos
experimentalmente al virus de la fiebre aftosa

 Esp¢cie Antecedentes DPE Resultado. Referencia
Bovina Susceptibles 7-30  78/81 96%  (1,17) -
Bovina Vacuna AEI/oleo 7-30 27/62 - 43% (z27)
Bovina. Vacuna Formol/(HO);Al 7-30 15/16  94% 172
Ovina _ Susceptibles 7-30 34/37 922 (17)
Caprina Susceptibles 7-30 59/69 867 - (17)
Porcina Susceptibles - 7-30 11/13 o (173
Bovina Susceptibles 7 47047 1002 Fl)
Bovina Susceptibles 60 11/12 (I
- Bovina Susceptibles 490 5/12 . (1)
Bovina Vacuna AEL/(HO0)sAl 21 10/21 487 (D
Bovina Vacuna BEL/Gleo 15-36  20/30 67% Cuadro &
Porcina Vacuna BEI/Gleo 30 26/60 437 (I8
Bovina Susceptibles 15 4/4 Cuadro 4
Porcina Susceptibles 30 4[4 ' (13)
Bovina ? 510 9/9 (12)
Carpinchos Susceptibles 15-37 '3/3 ' (26)

4

DPE = Dias postexposicidn.
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CUADRO 16. Anticuerpos anti-VIA en poblaciones animales
: e nivel de campo en Amarica Latina
Lugar Especie Antecedentes EZdad Resultados Ref,
Chaco, - Bovina 18 meses p.uit.caso <2 anos 62/743 (8%) 564 (279
Parzguay >2 anos 435/1147 (38%) )
Cochabamba : Fiebre aftosa 76/192 (3R7) .
E O e 4 . =~ 8
Bolivia vina andemica en bovinos © (56% rebanos) (28)
3 12 meses p.ult.caso £1/497 (12%) (153
Choco, Bovica - v _ (147 rebanocs)
Colombia - 36 meses p.ult.caso <4 anos (62)10z (6)
>4 anos (15%)
X Regis : S <2 anos  6/1508(0,4X%) .
Ch?§1°“’ Bovina = 5 anos p.dlt.caso 2-5 amos 29/1475(2,00)2,4%7 (26)
re >5 anos 56/854 (6,2%)
XIT Regidd, g4yina 7 afos p.ult.caso 0/520 (24)
Chile : .
Guaird, Povina 30 dias p.foco 47/47  (100%) CPFA
Paraguay ‘Veeino del foco 8/35 (23%) pag. 9
. Bovina 6C dias p.foco 36/41  (88% 18)
Colombia Poreina 60 dias p.foco 37749 (75%) ‘(
valenga,RJ : Eeroridi <2 amos 16/270  (6%)
Brasil fovina  Eeporadica >2 ahos 536/449 (127)  cuadre 7
Espinosa,MG . - <3 apes 12/77  (16%)
Brasil Eovina Esporadica >3 anos 22/74 (30%) Cuadro 11
Piura, , N - <2 anes 0/198  (0%)
Perd Eovina .2 anos p.ult.caso >2 amos 37/291 (13%) Cuadro 8
B.Constant, 3ovina 8/registro F.A. 4/123 (3,2%)
"AM,Brasil _ Cuadro 9
Letieia, AM - Bovina 10 amos p.ult. 60/224 (27%)
Colombia registro
Varios, Bovina Libre (%)

Am.Central

0/2100 (0R)
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CUADRO 17. Anticuerpos anti-VIA en bovinos vacunados

Antecedentes Resultado Referenciﬁ
21 dias p/formol HO;Al | 5/18 283 | (&)
21 dias p/AEI HO,Al | 0/13 | (n
14-28 dias p/formel HOszAl - 0/12 ' ' (20)
21-42 dias p/AEI HO3Al 0/18 (165'
21-42 dias p/2 AEI HO3Al (3 semanas)  0/21 ‘ - (10)
21 dias p/AEI HO3Al (vac. anual) 6/24 257 (10)
42 dias p/AEI HO3Al (vac. anual) 1/24 43 (10)
21 dias p/2 AEI HO3Al (c/3 semanas) 8/27  30% -0y
42 dias p/2 AET HO3;Al (c/3 semanas) 427  15% _ (10)
11 dafas p/1; 9 dias p/2; 16 dias p/3 o
: formol 12/12 ‘ < (20)
7-37 dias p/2 AEI (c/3 semanas) 412 oy
.85 dias p/2 AEI (c/3 semanas) 0/12 ' o '”(20)'“
12 aias p/3 AEI (c/4 meses) 17/17 100% (19).
56-92 dias p/3 AEI (c/4 meses) 13/17 72% {12y
44 dias pf4é AET (c/4 meses) 18/18 100% C(18)
93 dias p/4 AEI (c/4 meses) 10/18 56% ‘ o1
64 dias p/5 AEL (c/4 meses) 18/18 1007 (12)
39-63 dias p/6 AEI (c/4 meses) 15/18  83% 12
104 dTas p/6 AEI (c/4 meses) 7/18  38% (12)
68 dias p/7 AEI (c/4 meses) 17/17 100% C(12)
11 dias p/revac. BEI—Sleo - 2/35 67 Cuadro 2
30~60-90 dfas p/revac. BEI-Gleo 0/35 0% . CPFA

pag. 9
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V1, RECOMENDACIONES PARA EL USO DEL ANTIGENO VIA EN L0S
PROGRAMAS DE COMBATE A LA FIEBRE AFTOSA

1. Consideraciones sobre la metodologia de muestreo

La ex1stenc1a de reglones con ausencia de fiebre aftosa clinica
por varlos anos plantea nuevos requerlmzentos a los sistemas de infor-
macidon para el control de procesos epldemlologlcos en salud animal. Las
nuevas demandas se traducen en una ampliacion del cuadro de 1nd1cadores,
pasando a tener gran importancia en la toma de decisiomes estrateglcas
algunos parametros serclogicos,

Ante la imposibilidad de apllcar metodos seroldgicos a toda la
poblacion, el estudio de esta caracteristica debe ser hecho mediante en
cuestas por muestreo. A través de este procedlmlento, aplicado perlodr-
camente, se pretende detectar la presencia de animales VIA positivos en
una poblacidn en la que supuestamente no hay actividad viral. En resu-
men, se trata de detectar un evento que es raro (probabilidad baja de
existencia).

. Esto plantea una situacidn especial ya en la respuesta a dar a
1a clasica pregunta ;Cuantos animales se deben examinar para concluir
que no hay individuos VIA p051t1vos en una poblac10n animal? Para res-
ponder cuestiones como ésta ex1sten, en la teoria estadistica, distri-—
buciones de probabilidades que permlten convcer la probabilidad exacta
de no encontrar animales positivos, asi como encontrar 1, 2, 3 o mas
animales positivos, En estudios en que se emplean procedlmlentos de
muestreo no es posible definir con certeza absoluta la ausencia de po-
sitivos al VIA, Preclsamente, a partir de estos modelos probabilisti-
cos, es posible precisar el niumero de animales que deben ser incluidos
en la muestra para tener un determinado grado de riesgo en fallar en la
deteccion de un VIA positivo. :

El Centro Panamericano de Fiebre Aftosa editd un documento en el

cual este tema es abordado en forma mas detallada (3).

2. Casos en que se recomienda la apchaczon de encuestas para la
| deteccion de anticuerpos antz-VIA

Como se ha visto, aln restan por ser d11uc1dadas algunas interro-
gantes con respecto al origen del antIgeno denominado VIA. El Centro
Panamerlcano de Fiebre Aftosa ha establecido un programa prioritario de
investigacion con el objetivo de permitir extraer la maxima eficiencia
- de este valioso procedimiento de v1g11anc1a epldemlologlca de la fiebre
aftosa, Mientras tanto, se recomienda interpretar los resultados de
las encuestas para la deteccion de anticuerpos'anti-VIA con cautela.

Los siguientes son los casos en que el uso de este procedlmlen—
to es partlcularmente indicado (pot orden de prlorldad)
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a) Confirmacidon de ausencia de actividad viral en areas consi-
deradas indemmes sin vacunaclon

Si bien en este tipo de areas se pueden utilizar pruebas de neu—
tralizacion para la deteccion de anticuerpos contra el virus, la prueba
de IDD para el VIA, a pesar de la menor sensibilidad, ofrece las ven-
tajas de la simplicidad, rapidez y economia para el procesamiento de
gran numero de muestras, particularmente por la heteroespecificidad pa-
ra los 3 tipos de virus., En estos casos se puede asumir la especifici-
dad de la prueba como de 100Z, por lo que cada positivo implica una
experiencia previa. Su interpretacion dependera basicamente de la edad
de los positivos, la posibilidad de ingreso de animales y el tiempo
transcurrido desde que el area es considerada indemne. Las considera-
ciones mencionadas sobre el procedimiento de muestreo a ser utilizado
adquieren una importancia critica puestc que en estas regiones, la ex-
pectativa es la de no hallar animales positivos. '

b) Areas supuestamente indemmes, sometidas a vacunacion
slstematica

Su utilizacién, interpretacidn y aplicacion de los métodos de
muestreo seria similar a la anterior perc adquieren particular importan-—
cia los animales jovenes pues un cierto porcentaje de animales adultos
podra ser p051t1vo como consecuencia de vacunaciones repetidas. Las
sangrlas deberan ser reallzadas con el mayor intervalo posible despues
de la Gltima etapa de vacunacion y el muestreo debera.ser estratificado .
en base a las clases etarias de la poblacidn.

c) Areas de ocurrencia esporadica de la enfermedad

La estratificacion en dos o tres clases etarias es fundamental.
Es también conveniente una adecuada astratificacidn geografica, ya que
la presunta ocasionalidad de la enfermedad se deberia reflejar solo en
algunos de los sectores y no unlformemente en toda el drea. Si se
trata de areas sometidas a vacunacidn sistematica, interesaran parti-
cularmente los resultados obtenidos en la clase etaria de menor edad,
la que darid una indicaci®n sobre la actividad viral mas reciente. Se
deben descartar animales menores de 6 meses de edad, pasibles de poseer
anticuerpos maternos. La sangrla debera ser reallzada con el mayor
intervalo posible después de la tltima vacunacidn. El tamano de la
muestra dependera de la estimacion sobre el niumero posible de positivos
a. ser hallado.

d) Programas piloto o estudios experimentales

El estudlo de anticuerpos anti-VIA puede constituir un excelente
complemento de las observaciones realizadas. Se destacarian como ejem
plos, la evaluaclon anual de la prevalencia de infeccidn en areas pilo-
to y la estimacion del riesgo de introduccidon de infeccidon en estudios
de la influencia de la movilizacion de ganado sobre determinados ecosis—
temas. En el caso de encuestas peridodicas (longitudinales) sobre la
misma poblacidn, se debera prestar particular atencion en mantener fija
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la proporc1on de clases etarias Yy la representatividad regional de 1la
poblacion muestreada.

e) Animales 511vestres v otras especies domesticas susceptibles
no vacunadas

El muestreo para VIA puede constituir un indicador de la endemi-
cidad del virus en un area mediante el examen de especies silvestres o
domésticas susceptibles no sometidas a vacunacion. Estos estudios pue~
den ser complementados con pruebas serologlcas tlpo—espec1f1cas cuando
se desconocen los tipos de wvirus actuantes.

3. " Casos en gue el uso de la prueba de VIA debe ser cauteloso

Se debe evitar la evaluacién de individuos aislados. En el caso
de rebanos libres sin vacunacion o con vacunacidén de adultos, la prueba
de VIA en el rebano puede usarse con ciertas resalvas para certificar
la probable ausencia de actividad viral. En rebanos vacunados, 1os re-
sultados pueden ser muy variables y de dificil interpretaciom,

Para el estudio de bovinos portadores, un muestreo previo para

" seleccionar individuos con reacciones serologicas intensas puede aumen~—
tar las posibilidades de aislamiento de virus de material E/F, Se
debe tener en cuenta, sin embargo, que si bien la ausencia de anticuer-
pos anti-VIA disminuye la ‘probabilidad de aislamiento de virus de ma-
terial E/F no descarta al animal como portador, a51 como la presencia
tampoco 10 condena,

En ambos casos, el estudio de la prevalencia de animales positi-
vos solamente debera servir como un indicador preliminar, no permitiendo
la toma de decisicnes concluyentes, cualquiera sea el resultado, Esto
se aplica particularmente para la seleccidon de rebanos para la exporta-
cion de animales.
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