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1. NOMBRE Y USO RECOMENDADO

El kit denominado NCPanaftosa Prueba Confirmatoria - Bovino, estd integrado por un conjunto de reactivos necesarios
para realizacién de ensayo inmunoenzimatico que permite la deteccién in vitro de anticuerpos contra las proteinas no
capsidales (PNC) 3ABC, 3D, 2C, 3B y 3A del Virus de la Fiebre Aftosa (VFA). Este ensayo que consiste en una prueba de
EITB (Enzyme-linked immunoelectrotransfer blot) fue padronizado como prueba confirmatoria de un sistema que usa el kit
NCPanaftosa Prueba Tamiz - Bovino como prueba inicial. Su uso estd recomendado en la vigilancia activa de la Fiebre
Aftosa en poblaciones bovinas menores de 2 afios. EI kit también fue validado para su uso en sueros de Bufalo (Bubalus

bubalis) en las mismas condiciones que para el bovino.

2. INTRODUCCION

La Fiebre Aftosa, enfermedad infecciosa que afecta a los animales biungulados, es causada por el VFA. Los animales
infectados presentan en general lesiones (aftas) en la boca y patas, pudiendo ocurrir el establecimiento de infeccion
subclinica, inclusive estando vacunados, que se puede hacer persistente, y de duracién variable, que en el bovino puede
extenderse a mas de dos afios. Debido a esta caracteristica, la demostracion fehaciente de ausencia de actividad viral es

esencial para acompafiar la evolucion de los programas de erradicacion.

El presente ensayo, desarrollado para evaluar actividad viral en poblaciones animales, introdujo un enfoque diagndstico
innovador basado en la deteccion de anticuerpos contra las proteinas no capsidales 3ABC, 3D, 2C, 3B y 3A del VFA, como
marcadores de exposicion al virus activo. Puede ser usado independientemente del estado de vacunacién del animal. Como
las PNC son altamente conservadas entre los diferentes serotipos, la prueba puede ser aplicada para investigacion de

cualquier serotipo del VFA.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ensayo se realiza en 3 etapas: 1. Incubacion de muestras (suero bovino/bubalinos); 2. Incubacion del conjugado y 3.

Incubacidn del sustrato. Siguen a las tres etapas ciclos de lavado.

Incubacién de las muestras: Las proteinas 3ABC, 3D, 2C, 3B y 3A inmovilizadas en la tira de nitrocelulosa al entrar en
contacto con la muestra reaccionaran con los anticuerpos especificos (de estar presentes), formando el complejo inmune
antigeno - anticuerpo. Otros anticuerpos presentes en la muestra (no especificos), no reaccionaran y seran eliminados en
la etapa de lavado que sigue a la incubacidn de las muestras, quedando sélo los anticuerpos especificos adheridos a la tira

de nitrocelulosa a través de las proteinas especificas.

Incubacién del conjugado: en esta etapa se agrega el conjugado (anticuerpos anti-IgG de bovino con fosfatasa alcalina),
que se unirad especificamente al complejo antigeno-anticuerpo (de haberse formado). De no formarse el complejo en la

etapa anterior, el conjugado no se unira y sera eliminado durante el lavado que sigue a esta etapa.

Incubacidn del sustrato: en esta tercera etapa se adiciona el substrato NBT — BCIP sobre el cual actlia la enzima fosfatasa
del conjugado. Como resultado de la accién de la misma se observara el surgimiento de bandas color violaceo en la tira en
donde los antigenos hayan retenido anticuerpos especificos y consecuentemente conjugado. Por Ultimo la reaccién es

interrumpida al lavarse las tiras de nitrocelulosa con agua deionizada y/o destilada.

2/14



La lectura de las tiras se realiza por comparacion de la intensidad del color de las bandas de las muestras frente a las del

control padrén 1 (CP1), recomendado como valor de corte (cut-off) para la prueba. Esto permite clasificar los sueros

problema.

4. CUIDADOS Y PRECAUCIONES

Todos los componentes del kit deben conservarse en heladera (2 a 8 °C).
Conservar los materiales en sus envases originales.

Respetar el plazo de validez que figura en la etiqueta de la caja

No usar ni mezclar componentes de otros kits, lotes o fabricantes.

Seguir estrictamente el procedimiento descrito para ejecucion del ensayo.

Todos los materiales del kit se destinan a reacciones in vitro y deben ser manipulados cumpliendo buenas
practicas de laboratorio (BPL).

No usar soluciones que presenten sefiales de alteracién tales como precipitados, turbidez, etc. En casos de

alteraciones entrar en contacto con PANAFTOSA.
Manipular las tiras de nitrocelulosa siempre con pinza plastica, evitando contacto directo con las manos.
Manipular las muestras y los sueros controles cumpliendo BPL.

Todos los materiales y residuos de la prueba (cubas, frascos y liquidos resultantes de las diferentes etapas)
deberan ser tratados antes de ser eliminados. Se recomienda autoclavar durante 45 minutos a 121 °C a 1

atmosfera o tratar con hipoclorito de sodio a concentracion final de 5% durante 1 hora.

5. REACTIVOS SUMINISTRADOS EN EL KIT

Composicién

5.1.

5.2.

5.3.

Tiras sensibilizadas NC 8 geles compuestos por 29 tiras c/u

Tiras de nitrocelulosa sensibilizadas con 20 ng/mm de cada una de las proteinas purificadas 3ABC, 3D, 2C, 3By
3A, obtenidas por ingenieria genética. Estas proteinas son separadas en funcion de su peso molecular (gel de
SDS-PAGE) y transferidas a las tiras de nitrocelulosa, donde se adhieren como bandas discretas. Las tiras estan

listas para su uso.

Buffer lavado 10x concentrado BL 3 frascos conteniendo 170ml cada uno
Solucién tampdn con Tween 20, concentrada 10 veces. Especifica para la preparacion de la soluciéon de lavado y
del buffer de saturacidon, que se preparan segun lo indicado en los “Procedimientos preliminares” (pag. 6).
Conservar en heladera (2 a 8°C).

Escherichia coli EC 1 tubo conteniendo 450ul
Lisado de Escherichia coli para adicionar al buffer de saturacién segin lo indicado en los “Procedimientos
preliminares” (pag. 6). Conservar en heladera (2 a 8°C).
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5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

Leche en polvo descremada LP 1 bolsa plastica conteniendo 25g
Leche en polvo descremada, para adicionar al buffer de saturacién segun lo indicado en los “Procedimientos
preliminares” (pag. 6). Una vez abierta la bolsa plastica, mantener el resto del contenido herméticamente

cerrado en heladera (2 a 8°C).

Suero Control Negativo CN 1 tubo conteniendo 36ul
Suero bovino sin anticuerpos contra el VFA, tratado con cloroformo y BEI, con conservante. Manipular segun lo
indicado en “Incubacién de las muestras” (pag. 7). Conservar en heladera (2 a 8 °C). Centrifugar antes de su

uso.

Suero Control Padron 1 CP1 1 tubo conteniendo 36yl
Suero bovino con bajo titulo de anticuerpos contra las proteinas 3ABC, 3D, 2C, 3B y 3A del VFA, tratado con
cloroformo y BEI, con conservante. Manipular segun lo indicado en “Incubacion de las muestras” (pag. 7).

Conservar en heladera (2 a 8°C). Centrifugar antes de su uso.

Padrén validado contra un standard primario que corresponde al suero de un animal a 714 dpi (dias post-
infeccién) experimental y del cual no se recuperaba virus del LEF (Liquido esofégico faringeo) desde los 328 dpi.
La reactividad de este suero equivale a la maxima reactividad de fondo observada individualmente para cada

uno de los cinco antigenos en animales no vacunados en regiones libres de fiebre aftosa.

Suero Control Padron 2 CP2 1 tubo conteniendo 36ul

Suero bovino con titulo medio de anticuerpos contra las proteinas 3ABC, 3D, 2C, 3B y 3A del VFA,tratado con
cloroformo y BEI, con conservante. Manipular segun lo indicado en “Incubacién de las muestras” (pag. 7).
Conservar en heladera (2 a 8 °C). Centrifugar antes de su uso.

Padron validado contra un standard primario que corresponde al suero de un animal no vacunado a 714 dpi
experimental y del cual se recuperaba ocasionalmente virus del LEF. La reactividad de este suero equivale a las
mayores reactividades observadas para los cinco antigenos en regiones de muy bajo riesgo epidemiolégico (tres

anos después del ultimo brote).

Conjugado 100x concentrado CJ 1 tubo conteniendo 1,5ml
Anticuerpos de conejo anti-IgG bovino conjugados con fosfatasa alcalina, con estabilizantes. Diluir segun lo

indicado en la Tabla II (padg. 7). Conservar en heladera (2 a 8°C).

Diluyente de sustrato DS 1 frasco conteniendo 130ml
Solucién tampdn especifica para la dilucion del NBT y BCIP. Conservar en heladera (2 a 8°C). Lista para su uso.

Usar segun lo indicado en la Tabla II (pag. 7).

5.10.NBT (Nitro Blue Tetrazolium) NB 1 tubo conteniendo 0,88ml

Solucién 5% de NBT en 70% de Dimetilformamida. Conservar en heladera (2 a 8°C). Preparar el volumen

necesario de substrato segln lo indicado en los “Procedimientos preliminares” (Pag. 6).

5.11.BCIP ( [4] 5-Bromo 4-Chloro 3-Indolyl Phosphate) BC 1 tubo conteniendo 0,44 ml

Solucién 5% de BCIP en 100% de Dimetilformamida. Conservar en heladera (2 a 8°C). Preparar el volumen
necesario de substrato segun lo indicado en los “Procedimientos preliminares” (pag. 6). La solucion pude

presentar un precipitado el cual no necesita ser solubilizado antes del uso.
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6. EQUIPOS Y MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

6.1 Material de laboratorio

Micropipetas de volumen ajustable (10 6 20, 100 y 1000 ul), con precisién y exactitud verificadas. Punteras
descartables adecuadas a las micropipetas. Garantizar que las mismas no retenga anticuerpos contra las
proteinas 3ABC, 3D, 2C, 3B e 3A.

Bandejas de incubacién con ocho canaletas. (Accutran Mini — Incubation Trays - Bio-Rad # catdlogo - 170-
3902 y 170-3903 o similares)

Piceta.
Material de laboratorio (probetas, frascos) para preparar las soluciones.
Agua deionizada y/o destilada.

Hipoclorito de sodio para tratar el material a descartar (materiales y soluciones resultantes de la prueba).

6.2. Equipos

Agitador tipo rocker oscilante (Hoefer PR50 o Thomas Scientific # catalogo 8292-B76).
Homogeneizador tipo vortex.

Bomba de vacio (opcional).

Balanza.

Microcentrifuga tipo Eppendorf o similar.

Seguir las instrucciones de los fabricantes para el uso, frecuencia de calibracién y mantenimiento.

6.3. Suero control interno

Suero bovino con desempefio conocido.

7. MANEJO Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Para el manejo y conservacion de los sueros recomendamos:

Conservarlos en heladera (2 a 8°C) no mas de 2 dias; para periodos mayores conservar a -20 °C + 5°C.
Evitar repetidos ciclos de congelamiento / descongelamiento.
No usar sueros contaminados o que presenten material precipitado.

Homogeneizar los sueros antes de usarlos.
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8. PROCEDIMIENTO

8.1. Procedimientos preliminares

Aproximadamente una hora antes de comenzar la prueba, retirar los siguientes reactivos de la heladera tiras
sensibilizadas, buffer de lavado 10x y diluyente de sustrato para permitir que estabilicen a temperatura
ambiente (TA) 20 - 25 °C. Preparar el buffer de lavado 1x y el buffer de saturacién, dejandolos estabilizar
también a temperatura ambiente. Retirar los otros reactivos (sueros padrones, E. coli, conjugado 100X, NBT,

BCIP) en el momento de su uso.

Preparar la planilla de la prueba (Pag. 14), teniendo en cuenta que deben reservarse 4 tiras de cada gel para
los sueros controles (CN, CP1, CP2 y un suero control, interno del laboratorio). Los controles deben ser siempre
repetidos en cada gel y para cada prueba, ya que los resultados deben ser siempre interpretados por
comparacion de la reactividad del suero problema con la del control CP1, procesado en el mismo gel y en la

misma prueba.
Se recomienda homogeneizar los reactivos antes de su uso.

Preparar las soluciones necesarias para la prueba en funcion del nimero de muestras a procesar siguiendo lo

especificado en la Tabla I.

TABLA I - Volumenes a preparar en funcién del nimero de muestras

Namero de Buffer lavado 1x Buffer de saturacion

muestras

1 gel

25 muestras + 500 ml 50 ml

4 sueros controles

2 geles

50 muestras +
8 sueros controles

1000 ml 100 ml

3 geles

75 muestras + 1500 ml 150 ml

12 sueros controles

% Buffer de lavado 1x - diluir 10 veces con agua deionizada y/o destilada la solucion buffer de lavado 10

x (BL). De observarse precipitado, antes de diluir disolverlos en Bafio Maria a 37 °C + 0,5°C.

< Buffer de saturacién - para preparar 50 ml de esta solucidén, disolver 2,5g de leche descremada (LP)
en aproximadamente 30 ml de agua deionizada y/o destilada. Adicionar 5 ml de buffer de lavado 10 x
(BL), 50ul de Escherichia coli (EC), homogeneizar y llevar a volumen final de 50 ml con agua
deionizada y/o destilada. Preparar en el momento de uso un volumen suficiente para cada prueba,

descartando el volumen no utilizado al final de la prueba.

% La dilucién del conjugado y del sustrato debe realizarse 5 - 10 minutos antes de su uso, de acuerdo a
lo especificado en la Tabla II.
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TABLA II — Preparacién del conjugado vy sustrato en funcién del nimero de geles

Namero de Buffer de Conjugado Diluyente de

muestras saturacion 100x substrato

1 gel
25 muestras +

18,5 ml 185 pl 15,5 ml 110 pl 55 ul
4 sueros

controles
2 geles
50 muestras +

36 mi 360 pl 31 ml 220 pl 110 pl
8 sueros

controles

3 geles

75 muestras + 54 ml 540 pl 45 ml 320 pl 160 pl

12 sueros
controles

8.2. Ejecucion del ensayo

Saturacién de las tiras

e Colocar una tira en cada una de las canaletas de las bandejas usando pinza plastica. Adicionar 0,8ml de buffer de

saturacion en cada canaleta, verificar que las tiras queden bien sumergidas y con la numeracion visible.

e Colocar las bandejas sobre el agitador y dejar incubando durante 30 minutos a TA. La velocidad del agitador debe
ser de 6 ciclos oscilatorios (ida y vuelta) / minuto (niUmero 5 del agitador). Esta velocidad debe mantenerse durante

toda la prueba.

Incubacidén de las muestras

e Adicionar a los 0,8 ml de buffer de saturacidn 4ul de la muestra o suero control (dilucién final 1:200) de acuerdo al

orden establecido en el protocolo de prueba.

Obs. Para permitir que la reaccidon se inicie simultdaneamente en todas las canaletas, posicionar el
agitador durante la adicion de los sueros de tal forma que las bandejas queden inclinadas en un angulo
de aproximadamente 30°. Posicionar las tiras en la parte superior de la canaleta para que no tengan

contacto con el buffer en la parte inferior, donde se adicionan las muestras y los sueros controles.
e Incubar con agitacion durante 60 minutos a TA. Verificar que el lado numerado de la tira esté visible.
Lavado

e Concluida la etapa de incubacion eliminar el buffer de saturacién inclinando la bandeja, evitando que trasborde
liqguido de una canaleta hacia otra. Invirtiendo la bandeja secarla muy bien sobre papel toalla. Lavar las canaletas y
tiras con abundante buffer de lavado 1x usando una piceta. Secar las bandejas con papel secante. Adicionar a
continuacion 1 ml de buffer de lavado 1x por canaleta y dejar agitando durante 5 minutos a TA. Repetir dos veces
este Ultimo procedimiento de lavado. Luego del ultimo lavado secar muy bien las bandejas golpedndolas invertidas
sobre papel toalla.
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Alternativo Aspirar el buffer de saturacién usando sistema de vacio y a continuacién lavar las tiras con 1 ml de
buffer de lavado 1x, aspirar y volver a lavar al menos 2 veces del mismo modo. Finalmente adicionar 1 ml de buffer

de lavado 1x y dejar agitando 5 minutos, repetir este procedimiento 2 veces mas.

Incubacion del conjugado

Antes de finalizar la etapa de lavado, diluir el conjugado segun lo indicado en la Tabla II (pag. 7) y aplicar 0,6 ml
por canaleta, posicionando las bandejas segun lo indicado en “Incubacién de las muestras” (pag. 7) y verificar

nuevamente que el lado numerado de las tiras sea visible.
Incubar con agitacién durante 60 minutos a TA.

Lavado

Proceder del modo indicado para el lavado de la etapa anterior.

Incubacion del sustrato - cromoégeno

Antes de finalizar la etapa de lavado, preparar el sustrato - cromdgeno (NBT/BCIP) segun lo indicado en la Tabla II
(pag. 7), adicionando con cuidado y lentamente primero el NBT al buffer substrato y luego el BCIP. Aplicar 0,5 ml
por canaleta posicionando las bandejas segun lo indicado para la “Incubacién de las muestras” (pag. 7). Verificar

que la fase numerada de las tiras sea visible.

Incubar con agitacion a TA hasta que la tira del CP1 desarrolle cinco bandas apenas visibles, aproximadamente 15

minutos.

Interrupcién de la reaccion

Descartar (o aspirar) el substrato - cromégeno y lavar las tiras con abundante agua deionizada y/o destilada. Por

ultimo secar muy bien las bandejas invirtiéndolas y golpeandolas sobre papel secante.

Dejar secar las tiras (aproximadamente dos horas a TA) dentro de las bandejas o bien con ayuda de una pinza
depositarlas sobre papel de filtro. Una vez secas se recomienda pegarlas en el mapa de reaccién (Pag. 14) con cinta
adhesiva transparente.

Obs. La lectura de los resultados no precisa ser inmediata, sin embargo conviene analizar y registrar las
bandas observadas hasta no mas de una semana después de realizada la prueba. Con el tiempo la
coloracién se atentia. Se recomienda el registro de las pruebas utilizando un sistema captador de

imagenes a color (fotocopia, scanner), controlando que la copia sea fiel al original.
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Resumen de los procedimientos del ensayo

Etapa ‘ Volumen Procedimiento

Saturacién de las tiras

Buffer de saturacion 1x 0,8 ml Adicionar en cada canaleta de la bandeja.

Incubar durante 30 minutos a TA con agitacion.

Aplicacién e incubacion Adicionar en cada canaleta de la bandeja de acuerdo al protocolo de la
de las muestras y sueros
Y prueba.
controles 4 pl

Incubar durante 60 minutos a TA con agitacion.

Lavado

Lavar abundantemente cada canaleta con piceta.
Solucién lavado 1x

3x1ml |Lavar cada canaleta 3 veces con 1 ml durante 5 minutos con agitacién.

Por ultimo secar las bandejas.

Aplicacidn e incubacién del

conjugado
Preparar el conjugado 1x
Conjugado diluido 0,6 ml | Adicionar 0,6 ml en cada canaleta.
Incubar durante 60 minutos a TA con agitacidn.
Lavado

Lavar abundantemente cada canaleta con piceta.
Solucién lavado 1x

3 x1ml |Lavar cada canaleta 3 veces con 1 ml durante 5 minutos con agitacion.

Por ultimo secar las bandejas.

Aplicacién e incubacion del
sustrato

Preparar el sustrato diluido.

Sustrato diluido 0,5 ml Adicionar 0,5 ml en cada canaleta.

Incubar aproximadamente durante 15 minutos a TA con agitacion.

Detencidn de la prueba
Lavar las tiras con abundante agua deionizada y/o destilada y dejar secar.

Pegar las tiras al protocolo de reaccién.
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9. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

9.1. Criterios de validacién del gel

El gel serd valido cuando los sueros controles presenten los siguientes resultados:

e Control Negativo (CN) - no debe presentar banda de reaccion para ninguna de las cinco proteinas o estas

deben ser apenas apreciables.

e Control Padrén 1 (CP1) - debe presentar bandas muy tenues y de intensidad homogénea para cada uno de

las cinco proteinas.

e Control Padréon 2 (CP2) - debe presentar bandas muy visibles para cada uno de las cinco proteinas con
intensidades superiores a las del CP1.

Cuando los sueros controles cumplan las condiciones detalladas el gel podra ser considerado valido y se podra proceder al

analisis de los resultados. En caso contrario el gel debera ser considerado invalido y debera ser repetido.

9.2. Analisis de los resultados

La reactividad de cada suero debera ser analizada visualmente por comparacion con la reactividad del suero control CP1

del mismo gel corrido en la misma prueba evaluando comparativamente la intensidad de cada una de las cinco bandas.
La muestra deberd ser considerada No Reactiva si se observa alguna de estas condiciones:
e Ausencia total de reaccién para las cinco proteinas 0,

e Reactividad con intensidad menor a la de la banda correspondiente del CP1 para cada uno de las cinco

proteinas, individualmente o en conjunto 6,

e Reactividad igual o mayor a la de la banda correspondiente del CP1 para un maximo de dos proteinas

simultdneamente.
La muestra debera ser considerada reactiva si se observa:

e Reactividad para 3ABC, 3D, 3B y 3A (+ 2C) con intensidad igual o superior a la de la banda correspondiente

al suero control CP1.
El resultado debera ser considerado indeterminado:

e Cuando el padrén de bandas obtenido no se ajuste a los parametros definidos para muestras reactivas o no

reactivas.

Obs: Caso la prueba sea utilizada para analisis comparativo de muestras colectadas de un mismo animal recomendamos
que el procesamiento de las mismas sea realizado en un unico gel.
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10. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

10.1 Eventuales problemas y posibles causas

e Ausencia total de reaccidén o coloracion extremadamente tenue — Verifique calidad del agua; mantenga el excedente de
conjugado y substrato para realizar prueba de viraje de color mezclandolos en un tubo de ensayo. Controlar posibles

retenciones en punteras.

e Sueros controles fuera del rango - Verifique la temperatura de la sala; controle que los tiempos de incubacién sean los
recomendados; confiera el estado de calibracién de las micropipetas; verifique la calidad del lavado del material
especialmente cuando reusa las bandejas; verifique la velocidad del agitador, aseglrese que la reaccion es interrumpida ni

bien las bandas del control CP1 comienzan a hacerse visibles.

e Resultados no reproducibles - Verifique el estado de calibraciéon de las micropipetas; certifiquese que los procedimientos

de lavado sean los recomendados. Verifique la calidad del lavado del material, y la calidad del material descartable.

e Bandas con aspecto difuso - Verifique la velocidad del agitador.

10.2 Consideraciones metodoldgicas

Esta prueba diagndstica esta basada en la deteccién de anticuerpos. Debe tenerse en cuenta que la presencia de los
mismos no necesariamente indica presencia del virus, ya que pueden estar reflejando también infeccion pasada (memoria
inmunoldgica). Asimismo, es importante resaltar que existe un intervalo temporal entre la exposicién al virus y la
formacidn de anticuerpos. Pruebas realizadas con el NCPanaftosa Prueba Confirmatoria - Bovino en animales
experimentalmente infectados permitieron establecer que el proceso de seroconversion puede detectarse a partir de los 7

dias post infeccion.

11. DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS DE DESEMPENO DE LA PRUEBA

e La especificidad del sistema, estimada con animales virgenes, provenientes de areas libres sin vacunacion de

América del Sur y Europa resulté en valores que excedieron el 99%

e La sensibilidad calculada para animales con comprobada infeccidn persistente, establecida en forma experimental
y en animales de campo no vacunados, en América del Sur y Europa llega al 100%. Para animales vacunados y

con comprobada infeccion persistente, la sensibilidad también llega a 100%.

e En animales vacunados en areas libres con vacunacion sistematica, los valores de especificidad diagndstica para
el sistema superan el 99% en animales < 2 afios. Es importante recordar que estos valores pueden variar seguin
la pureza de las vacunas en relacién a su contenido de proteinas no capsidales (PNCs), asi como al nimero de

vacunaciones. En este sentido se recomienda el uso de vacunas que no induzcan respuesta de anticuerpos anti
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PNC en animales vacunados / revacunados. En general, vacunas purificadas mediante métodos convencionales

no inducen una respuesta de anticuerpos que pueda interferir con la evaluacién de los muestreos.

e Cabe mencionar los resultados de modelos bovinos experimentales de PANAFTOSA en los cuales se estudiaron
muestras pareadas de liquido esofagico-faringeo (LEF) y sueros. Estas fueron colectadas de 85 bovinos (37 no
vacunados y 48 vacunados), infectados o expuestos al VFA bajo condicién controlada. La colecta de las muestras
se realiz6 durante un comprobado estado de infecciéon. Independientemente del estado de vacunacion, los
resultados sugieren que la sensibilidad diagndstica del sistema NCPanaftosa (Pruebas Tamiz/Confirmatoria)
relativa a muestras LEF positivas (n = 436) es 100%, (muestras positivas a LEF eran aquellas en las que el virus
pudo ser aislado). En cambio, la sensibilidad de aislamiento por LEF relativa a resultados positivos mediante

NCPanaftosa (Pruebas Tamiz/Confirmatoria) (n = 893) en estos animales solo alcanzé valores de 48,8%.

e En las referencias bibliograficas se ejemplificaron los resultados obtenidos para poblaciones bovinas representativas de

las siguientes situaciones epidemioldgicas:
¢ poblaciones de animales de areas libres sin vacunacion,
+ animales experimentalmente infectados,
+ poblaciones de animales involucrados en brotes de fiebre aftosa,

+ poblaciones de animales menores de 2 afios de areas con vacunacion sistematica sin enfermedad clinica en los

Ultimos 4 afios,

¢ poblaciones de animales mayores de 2 afos de areas con vacunacién sistematica sin enfermedad clinica en los

ultimos 4 afios.
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13. ANEXO

Mapa de Reaccion NCPanaftosa Prueba Confirmatoria - Bovino
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