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EL BROTE DE FIEBRE AFTOSA DE 1922 EN JAMAICA

Roberto Goi¢ M.} ; F. C. Alexander®; P. Arambulo 111*

INTRODUCCION

( La isla de Jamaica, que es libre de fiebre aftose,

sufrid un ataque de la enfermedad en 1922. Se re-
sume aqui el relato de ese brote publicado en un
suplemento de la Gazeta de Jamaica del 15 de ma-
yo de 1924, por considerarlo un ejemplo de un
éxito notable de erradicacion de fiebre aftosa
mediante la ejecucion de medidas planificadas con
un criterio epidemiolégico, en una época en que
no se contaba con el recurso de la vacuna y sin
acudir al uso del rifle sanitario. Se complementa
ese relato con la informacién, sobre el mismo
asunto, contenida en la carta H-88, que con fe-
cha de 2 de abril de 1952 dirigid el Director de
Agricultura de Jamaica al iInstituto de Investiga-
cion de Fiebre Aftosa de Pirbright, Inglaterra, con
copia al Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(CPFA). |

CRONOLOGIA

La investigacion retrospectiva estimd que los
primeros casos aparecieron el 29 de junio de 1922,
en el establecimiento Copse de la parroquia de
Hanover (ver Fig. 1). Las autoridades del gobierno
tuvieron noticias el dia 18 de julio, o sea, 3 sema-
nas mas tarde, por una notificacion del propietario
de la ganaderia Montpelier, de la vecina parroquia
de St. James. Al dia siguiente, el Departamento de
Agricultura envié un consultor veterinario, quien
hizo un diagnéstico de estomatitis necrética de

! jefe de Cooperacién Técnica, Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa, OPS/OMS, Caixa Postal 589, 20000 Rio de
Janeiro - RJ, Brasil.

2Director Interino del Servicio Veterinario, Ministerio
de Agricultura, Hope, Kingston 6, Jamaica.

3J(-zfe Técnico del Proyecto, Salud Animal/Salud Pabli-
ca Veterinaria, OPS/OMS, P.O. Box 384, Kingston,
Jamaica.

caracter contagioso, urgiendo la inclusién de esta
enfermedad en la Ley de Enfermedades Contagio-
sas de los Animales. ElI 22 de julio informé que
calculaba entre 300 y 400 los bovinos enfermos en
Montpelier, que la enfermedad también existia en
los establecimientos Copse, Lethe y Burnt de la
vecina parroquia Hanover y que la tendencia pa-
recia ser hacia una rapida difusion. El 24 de julio
menciona la posibilidad de tratarse de fiebre
aftosa, transcurrido probablemente un mes desde
ja presentacion del primer caso y solo reciénel 11
de septiembre confirma oficialmente el diagnosti-
co. Esta actitud, que se considerd perjudicial para
la erradicacién del brote, motivé el despido del
consultor y su reemplazo por otro veterinario del
Ministerio de Agricultura de Gran Bretafia.

Pareceria ser que el primer diagnostico, de
estomatitis necrética, se hizo, en un principio, para
evitar panico entre los ganaderos y evitar acciones
que pudieran contribuir a una mayor difusién del
brote, antes que se pusieran en efecto medidas de
control.

En este episodio la Gltima propiedad afectada se
registré el 6 de febrero de 1923 (ver Figs. 2y 3), 0
sea, el brote tuvo una duracién aproximada de 8
meses. En total la enfermedad se presentd en 114
establecimientos con una poblacion de 34.467
bovinos, distribuidos en parte de las 4 parroquias
{ver Fig. 1): Hanover, St. Elizabeth, St. James y
Westmoreland. Permanecieron indemnes los dos
tercios occidentales de Hanover y la mayor parte
oriental de St. James y en St. Elizabeth sblo se
afectd un establecimiento en la vecindad de
Westmoreland.

Se mantuvieron medidas de cuarentena durante
16 meses, desde el 25 de julio de 1922 hasta el 1
de noviembre de 1923.

El 3 de diciembre de ese afio la enfermedad
reaparecid en la propiedad Fontabelle, de la
parroquia Westmoreland. El ataque anterior habia
sido el 28 de septiembre, o sea, 15 meses antes. Se
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extendié a un predio vecino y el episodio se dio
por terminado en tres semanas, el 25 de diciembre.
El dia 8 de diciembre se restablecieron las medidas
cuarentenarias en toda el area cuarentenada en
1922. La segunda cuarentena se mantuvo 9 meses,
suspendiéndose el 4 de septiembre de 1924.

Por tanto, el brote completo cubrié un periodo
de 2 afios y 2 meses. Desde entonces, no hay cual-
quier otro registro de enfermedad vesicular en
Jamaica.

ORIGEN DEL BROTE

Aun cuando no hay pruebas substanciales, se
supone que el brote se originé con la introduccion
de bovinos de la India. De ese pafs partieron 13 to-
ros el 7 de enero de 1922, desembarcando en
Kingston el 27 de febrero, donde estuvieron en
cuarentena, con bovinos de la isla, durante poco
més de 1 mes, sin que se observara cualquier signo
patolégico. Cinco de estos toros fueron llevados el
8 de abril a la hacienda Montpelier. Aproximada-
mente 3 meses mas tarde la fiebre aftosa se declard
en una propiedad vecina y una semana después se
descubrid en el propio rebafio de Montpelier. En
el suplemento se lee que en Jamaica era frecuente
que los animales pasasen de un potrero a otro de
una misma propiedad o entre propiedades vecinas.
En tales circunstancias, podria pensarse en el fené-
meno de la transmision del virus por animales sa-
nos portadores.

También se examinaron otras posibilidades,
como la llegada de 9 toros de Gran Bretafia en el
periodo diciembre de 1921 a junio de 1922, y
la importacion de vacuna contra el carbunclo sin-
tomatico, heno, paja, etc. Los toros britinicos
fueron destinados al drea posteriormente afectada,
pero no a los rebafios que enfermaron en primer
lugar.

Si bien no hubo una conclusién definitiva, la
principal sospecha recayd en los toros importados
de la India.

MORBILIDAD

El informe de la Gazeta indica que no se hizo

inspeccion para discriminar el nimero de enfer-
mos, considerdndose simplemente que estaban in-
fectados todos los bovinos de los 114 estableci-
mientos comprometidos. Esto puede interpretar-
se como un justo criterio de operar en base a uni-
dades de rebafios y no con atencion a individuos,
aparte de evitar un esfuerzo irrelevante y, al mismo
tiempo, contraindicado desde un punto de vista
sanitario. Recuérdese que en esa época no existia
el apoyo de hoy para la identificacion de virus ve-
siculares en el laboratorio y que en lugares donde
existia estomatitis vesicular se recurria a inocula-
ciones en bovinos, porcinos y equinos, para tratar
de diferenciar los virus. El diagnéstico de Jamaica
se baso en las caracteristicas epidemioldgicas de la
enfermedad, si bien durante la confusion inicial se
inoculé material vesicular en un ternero, por esca-
rificacién de la mucosa bucal. El ternero reaccioné
con lesiones bucales y podales.

Sin embargo, en varios establecimientos se esti-
mo que no habfan enfermado la totalidad de los
bovinos, explicindose por el fendmeno de inmu-
nidad natural. Se menciona la mayor gravedad del
ataque en algunos rebafios y tan suave en otros,
que los propietarios dudaban que se tratara de fie-
bre aftosa. Se cita el caso de uno de los primeros
establecimientos atacados, donde se calculd que
enfermé la totalidad del rebafic de 600 bovinos,
con la muerte de 12 de ellos.

MEDIDAS APLICADAS

El 27 de julio, aproximadamente un mes des-
pués de la presentacion del foco primario, se puso
en cuarentena parte de las parroquias de Hanover,
St. James y Westmoreland. Dos dias mas tarde, en
vista de la rapidez de la difusion, toda el 4rea de
esas parroquias fue puesta en cuarentena.

Viendo que la enfermedad continuaba propa-
gdndose, a mediados de septiembre se amplié nue-
vamente el area, incluyendo una parte de la parro-
quia de St. Elizabeth, de tal forma de constituir en
el sureste una barrera natural formada por colinas
muy poco pobladas de animales, el rio Black y los
grandes pantanos vecinos. En el mes de octubre se
observd, por primera vez, una disminucién signifi-
cativa de focos.
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FIGURA 2. Jamaica. Brote de fiebre aftosa, 1922/23: distribucién mensual de predios afectados.
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FIGURA 3. Jamaica. Brote de fiebre aftosa, 1922/23: distribucibn mensual de predios afectados.
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El fracaso de las medidas iniciales se atribuyé a
la inexperiencia y falta de preparacion para enfren-
tar brotes de enfermedades exoticas, al falso diag-
ndstico de estomatitis necrotica y a la faita de le-
gislacién para impedir el movimiento de animales
dentro de dreas en cuarentena.

Para enfrentar la situacion se fueron dictando
reglamentos conforme lo indicaban las circunstan-
cias, dentro de una nueva ley, la Ley 29 de 1922.
Se design6 un Comisionado Jefe, a cargo de un
cuerpo de Comisionados e Inspectores de campo vy
apoyado por un Comité Asesor Central. Este Co-
mité tuvo la funcion de revisar periédicamente la
situacion y hacer recomendaciones al Gobernador.
También se establecieron Comités Asesores Loca-
les, en cada parroquia, para vigilar y colaborar con
el comisionado del lugar y con las autoridades cen-
trales.

El Comisionado Jefe propuso el sacrificio, con
indemnizacion, de todos los animales de especies
menores, dentro dei area infectada, debido a la im-
posibilidad de mantenerlos debidamente confina-
dos y por el peligro que representaban para la re-
currencia de la enfermedad. Por diversas razones,
que no se especifican, el Gobierno no acepté esta
proposicion. Sin embargo, en algunos de los luga-
res considerados de mayor riesgo se mataron nu-
merosos cerdos y cabras encontrados en los cami-
nos. No se mencionan cifras ni los métodos de
eliminacion. Se admite que en ningin momento
hubo un control eficiente sobre estos animales.
Por suerte, los hechos parecieron demostrar que
las especies menores no diseminaron ni mantuvie-
ron la infeccién, como se temia. No se observaron
casos en caprinos, pero si en cerdos, en algunas
propiedades y siempre simultineamente con los
bovinos.

Sélo con permisos especiales se permitié el mo-
vimiento de animales entre establecimientos del
drea, prohibiéndose cuando se consideraba desa-
consejable. No se permitié la salida del area de
cualquier animal y todo el transporte se restringio
a vehfculos motorizados y a} ferrocarril. Se insta-
laron puestos de desinfeccion dentro del area y en
sus {imites y se establecieron guardias en los cami-
nos. El rigor impuesto por el nuevo comisionado
en el mes de septiembre marca un vuelco favorable
muy significativo en el control del brote.

El 22 de febrero de 1923, alrededor de 6 meses
después del primer ataque reaparecié la enferme-
dad en los establecimientos Barham y Friendship,
en el este de la parroquia Westmoreland. Se extre-
maron las medidas en la vecindad, procediéndose a
la matanza, con fusil, de los cerdos y cabras sueitos
en los caminos. Durante el periodo de marzo a ju-
nio se mantuvieron los esfuerzos para impedir, en
lo posible, la introduccién de bovinos recuperados
en rebafios indemnes o viceversa, teniendo en
cuenta la potencialidad de los “‘portadores” de vi-
rus. Se permitié juntar animales recuperados, o
sea, inmunes con inmunes. En julio comenzaron a
liberarse estas medidas, atendiendo a la necesidad
de aliviar los problemas creados por un afio de cua-
rentena. Para aliviar situaciones de sobrepoblacion
se permiti6 el traslado de bovinos Unicamente en-
tre predios ubicados en el centro del drea cuaren-
tenada y nunca en los sectores que no fueron inva-
didos. La mezcla de animales recuperados y sus-
ceptibles se aproveché como una experiencia para
observar la posible trasmision de la enfermedad
por portadores,

Como no hubo otro reaparecimiento de la en-
fermedad, 8 meses después del ultimo caso, el 1°
de noviembre de 1923, se levant6 la cuarentena,
excepto en los predios afectados en febrero, los
cuales se liberaron un mes mds tarde.

A falta de informaciones, se puede suponer que
la reaparicion de la enfermedad en Barham vy
Friendship se debi6 a la presencia de animales que,
por algln motivo, escaparon a la infeccion durante
el primer ataque o por la introduccién de suscepti-
bles, a pesar de las medidas de cuarentena. Las me-
didas adoptadas a partir de marzo sugieren, mas
bien, esta posibilidad. En ese caso, se trataria de
un ejemplo del fendbmeno de trasmisidn del virus
por portadores sanos.

Entre el 31 de marzo y el 31 de octubre de
1923 se puso en operacion un matadero en la esta-
cién de ferrocarril de Montpelier, en la parroquia
de St. James. Se sacrificaron 990 bovinos destina-
dos a la capital, Kingston. Las carcasas y los cueros
(desinfectados) se enviaban en un tren nocturno
especial.

En diciembre la enfermedad tuvo su Gltima ma-
nifestacion, en Westmoreland, en el establecimien-
to Fontabelle, que habia sufrido un ataque en
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octubre de 1922. En marzo del afio siguiente reci-
bié 12 novillos originarios de 2 predios nunca afec-
tados. El 3 de diciembre se encontraron enfermos
5 de estos novillos, que se sacrificaron. Se colocé
en cuarentena Fontabelie y 4 vecinos. En tota} en-
fermaron los 12 novillos introducidos y s6lo 10 de
213 bovinos que estaban en Fontabelle desde el
brote de 1922. No se describe el tipo de animales
que enfermé, pero, la morbilidad pareceria revelar
un buen nivef de inmunidad del rebafio 13 meses
después del primer ataque. Constituye, asimismo,
quizd otra prueba circunstancial del fendmeno de
sobrevivencia del virus en animales portadores y
su capacidad de trasmitirse y enfermar a otros
animales, por mecanismos que aln hoy dia se
desconocen.

El episodio se consideré terminado el 25 de
diciembre, pero, la cuarentena estricta de Fonta-
beile y de fos verinos se mantuve hasta el 4 de sep-
tiembre de 1924, seguida de 4 meses de observa-
cion. Toda el 4rea cuarentenada en 1922 se declaré
“drea sospechosa’, sujeta a restricciones. De ahi
se prohibié la salida de rumiantes y cerdos, ex-
cepto bovinos destinados directamente a sacrifi-
cio en el matadero de Kingston. En su interior se
permitio libertad de movimientos, excepto en el
caso de los establecimientos cuarentenados.

En resumen, la regién occidental de Jamaica
estuvo bajo cuarentena 2 afios y 2 meses, de julio
de 1922 a septiembre de 1924, excepto los 3 me-
ses que van de noviembre de 1923 a enero de
1924,

Se considerd que el clima, predominando un
calor y una luminosidad intensa, con periodos de
sequia, mas el relieve accidentado del pais, espe-
cialmente por las barreras de montafias y pantanos,
fueron factores que contribuyeron mucho a la
erradicacion del brote. Sin embargo, se sefala,
asimismo, la dedicacion, perseverancia y esfuerzo
del personal, con una planificacién bien elaborada,
dirigida enérgicamente por el Comisionado Jefe,
con la cooperacion de los ganaderos afectados y
dentro de una comunidad respetuosa de la ley.

COMENTARIOS

La erradicacion del brote de fiebre aftosa de
1922 en Jamaica puede considerarse un episodio

digno de reflexion. La idea de que quiza igual
resuitado se hubiera obtenido sin tanto esfuer-
zo, por autoeliminacion del virus en una pobla-
cion susceptible de tamafio relativamente redu-
cido, parece poco factible si se consideran los
casos de reaparecimiento de focos y la existencia
en la isla de una poblacién ganadera mucho mayor
que la del drea afectada en el extremo occiden-
tal.

Es interesante observar el éxito de la aplicacion
de un criterio epidemioldgico racional, adaptado a
las circunstancias y posibilidades de la ocasién, de-
jando a un lado fa metodologia estricta basada en
el sacrificio v eliminacién de los animales infecta-
dos, que hasta hoy sigue siendo la recomendacién
universal para la erradicacion de brotes de fiebre
aftosa en paises libres de la enfermedad. La elimi-
nacién que se hizo habria tenido mas bien el pro-
pésito de destruir uno de los posibles eslabones
de la difusién del virus y a la vez inducir a los pro-
pietarios a mantener confinados sus animales. Es
probable que la extensién del brote a mediados
de julio, cuando ya habfa por lo menos 7 estable-
cimientos con fiebre aftosa, y la tendencia obser-
vada hacia una rapida difusién fueran factores
que descartaron el método del sacrificio y elimi-
nacién de los animales enfermos y de sus contac-
tos. Con justicia pudo haberse decidido que era
un tributo muy pesado para la economia del
pais e injustificable dentro de la caracteristica
insular de Jamaica.

Quizé la leccion mds valiosa de Jamaica con-
siste en demostrar la importancia que tiene la
cuarentena para impedir la difusion del virus,
mientras se extingue en los rebafios infectados.

Destaca, también, ia necesidad de que el drea
cuarentenada sea amplia y con |imites que sig-
nifiquen verdaderas barreras geogréaficas.

Es notable el uso del concepto de animales
sanos portadores de virus que, por lo visto, fue
un factor determinante en ias medidas y en ladu-
racion de la cuarentena. Se debe recordar que
este asunto fue motivo de discusiones entre ve-
terinarios europeos, en la época de! brote de
Jamaica, en base a observaciones y pruebas cir-
cunstanciales que apuntaban hacia la ocurrencia
de ese fendmeno, que después paso practicamen-
te olvidado y vino a revivirse con investigaciones
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realizadas alrededor de 40 afios mas tarde.

El que las autoridades del Gobierno conocieran
la existencia del problema s6io 3 semanas después
del aparecimiento del primer foco revela la impor-
tancia de la concientizacion de la comunidad y en
especial de los ganaderos y la necesidad de tener
un sistema activo de vigilancia epidemioldgica.

En un pérrafo, el informe del supiemento de la
Gazeta de Jamaica sefiala que la erradicacion de un
brote extenso requiere tiempo para el reconoci-
miento de la situacion, decidir la extension del drea
de operaciones, elaborar y aprobar reglamentos
legales, contratar, organizar y adiestrar suficientes
recursos humanos y, sobre todo, para informar e
instruir a ta comunidad del area afectada sobre la
naturaleza de la enfermedad y de los métodos ne-
cesarios para su control. Se entiende que el éxito
depende esencialmente de la cooperacion y et apo-
yo sostenido de los propietarios y cuidadores del
ganado.

Es interesante observar que entre los defectos

que se mencionan en la iniciacion del combate se
cuenten aquellos que son previsibles cuando no
existe una organizacion preparada para prevenir y
erradicar brotes de enfermedades exdticas, como
ser: falta de personal organizado y adiestrado, au-
sencia de equipos de desinfeccién y desinfectantes
rapidamente disponibles, insuficiencia de la legis-
lacion y demora en el diagnéstico.

El informe resume, en realidad, los principales
elementos que entran en juego en las acciones de
prevencion y erradicacion de un brote de fiebre af-
tosa en un pais o lugar libre de la enfermedad vy re-
vela la importancia de tener planes alternativos pa-
ra enfrentar las diversas situaciones que pueden
presentarse, el papel decisivo de la conciencia de
la comunidad, la necesidad de una erradicacion
técnico-administrativa solida, la capacidad de de-
cidir con el apoyo oficial del mds alto nivel v la
condicion de supeditar los procedimientos confor-
me indique el andlisis socioeconémico y epidemio-
l6gico de cada situacion.,
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THE 1922 OUTBREAK OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE IN JAMAICA

Roberto Goi¢ M.} ; F. C. Alexander® ; P. Arambulo 1113

INTRODUCTION

The island of Jamaica, which is free from foot-
and-mouth disease (FMD), suffered an outbreak of
this disease in 1922. Summarized herein is the
report of said outbreak published in a supple-
ment of the Jamaica Gazzete of May 15, 1924, for
consideration as an example of a notably success-
ful eradication of FMD through the execution of
measures planned with epidemiologic criterion, in
an epoch when there is no recourse to a vaccine
and without resort to mass shooting and sanitary
disposal of sick and susceptible animals. Comple-
menting this report are informations on the same
subject contained in the letter H-88 dated April
2, 1952, sent by the Director of Agriculture of
Jamaica to the Foot-and-Mouth Disease Research
Institute at Pirbright, England, a copy of which
was forwarded to the Pan American Foot-and-
Mouth Disease Center.

SEQUENCE OF EVENTS

Through retrospective investigation, it was
estimated that the first cases of FMD appeared on
June 29, 1922, at Copse Estate in the parish of
Hanover (see Fig. 1). The Government author-
ities took notice of the event on July 18, that is
three weeks later, through a notification from a
herd owner at Montpelier in the neighboring
parish of St. James. The following day, the Depart-

1Chief, Technical Cooperation, Pan American Foot-
and-Mouth Disease Center, PAHO/WHO, Caixa Postal
589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.

2Acting Director of Veterinary Services, Ministry of
Agriculture, Hope, Kingston 6, Jamaica.

3Project Manager and Chief Technical Advisor, Animal
Health/Veterinary Public Health, PAHO/WHO, P.O. Box
384, Kingston, Jamaica.

ment of Agriculture sent a Veterinary Advisor,
who made a diagnosis of necrotic stomatitis of
contagious character and urged to include the
said disease in the Law on Contagious Diseases of
Animals. On July 22, the Veterinary Advisor re-
ported that between 300 to 400 cattle in Mont-
pelier were estimated to be ill, that the disease
also existed at Copse, Lethe and Burnt Estates in
the neighboring parish of Hanover, and that it
appeared to have a tendency to spread rapidly.
On July 24, the possibility that he was dealing
with FMD was mentioned by the Veterinary Ad-
visor, after one month had probably elapsed from
the recognition of the first case. It was not until
September 11 that diagnosis of FMD was made
official. This delay, which was considered preju-
dicial to the eradication of the outbreak, moti-
vated the dismissal of the Veterinary Advisor and
his replacement with another veterinarian from the
Ministry of Agriculture of Great Britain.

It would appear that the initial diagnosis of
necrotic stomatitis was made on principle in order
to avoid panic among the cattle owners and at the
same time to avoid actions that may contribute to
the major spread of the outbreak before control
measures could be put into effect.

In this episode the last affected property was
recorded on February 6, 1923 (see Figs. 2 and 3),
that is the outbreak had a duration of approxi-
mately 7 to 8 months. The disease was observed in
a total of 114 estates with a population of 34,467
cattle, distributed in part in 4 parishes (see Fig. 1):
Hanover, St. Elizabeth, St. James and Westmore-
land. Indemnity was maintained for the western
third of the parish of Hanover and the major east-
ern parts of St. James. In St. Elizabeth only one
state was affected, in the vicinity of Westmore-
land.

Quarantine measures were maintained for a
duration of 16 months, From July 25, 1922 to
November 1, 1923.
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On December 3, 1923, the disease reappeared
at Fontabelle property in the parish of Westmore-
land. The last attack of the disease was on Septem-
ber 28, 1922, that is, 15 months previous. This
new outbreak extended to a neighboring property
and the episode was said to have terminated in
three weeks, on December 25. On December 8,
quarantine measures were re-established in all
areas quarantined in 1922. The second quarantine
was maintained for 9 months, and lifted on Sep-
tember 4, 1924,

The complete outbreak, therefore, fasted for 2
years and 2 months. Since then, there has been no
other recorded case of any vesicular disease in
Jamaica.

ORIG!N OF THE OUTBREAK

Even if there are no substantial proofs, it is
suppossed that the outbreak originated from the
introduction of cattle from India. From that coun-
try departed 13 buils on January 7, 1922, which
disembarked in Kingston on February 27, where
the animals were placed in quarantine together
with local cattle for a period of one month, with
no pathological sign observed. On April 6, five of
the imported buils were taken to Montpelier Es-
tate. Approximately three months later, FMD was
declared in a neighboring property. One week
after, the disease was recognized in the Montpetier
herd. It was noted in the supplement that, in
Jamaica, animals are frequently able to pass
through gates within the same property or enter
neighboring properties. In such circumstances, one
is able to assume of the phenomenon of virus
transmission through healthy animal carriers.

Other possibilities are also considered, such
as the arrival of 9 bulls from Great Britain be-
tween the period December 1921 to June 1922,
the importation of anthrax vaccine, hay, straw,
etc. But the bulls from Britain were destined
to areas later affected, not in initially infected
herds.

Although no definite conclusion could be
made, bulls imported from India fall again as the
principal suspects.

MORBIDITY

The report in the Gazette indicated that no
examination was made to differentiate the number
of sick animals. It was simply considered that all
cattle were infected in the 114 establishments in-
volved. This interpretation, based on infection of
single herds with no attention to individual ani-
mals, is a fair criterion to assume. This in fact
avoided any irrefevant efforts and is equally indi-
cated from a sanitary point of view. It must be re-
membered that during that epoch there existed no
support similar to what we have today for the la-
boratory identification of the virus and, in areas
where vesicular stomatitis existed, a resort was the
inoculation of cattle, swine and horses for differ-
entiation of the virus. The diagnosis in the Jamai-
can outbreak of 1922-24 was based on the epidem-
iological characteristics of the disease; although
during the initial confusion vesicular material was
inoculated in a calf by scarification of the buccal
mucosa. The calf reacted with lesions in the mouth
and feet.

Nevertheless, in the various establishments, it
was estimated that not all the cattle have been iil
due to the phenomenon of natural immunity. It
was mentioned that the attack was more serious in
some herds and very mild in others that the own-
ers doubted they were dealing with FMD. [t cited
the case of one of the first establishments affected,
where it was calculated that the total herd of 600
cattle was ill, 12 of which died.

MEASURES APPLIED

On July 27, approximately one month after
presentation of the primary focus, part of the par-
ishes of Hanover, St. James and Westmoreland
were placed under quarantine. Two days later, in
view of the rapid spread of the disease, the entire
area of the parishes involved was placed under
quarantine.

Seeing that the disease continued to spread, the
area of quarantine was again enlarged to include a
part of the parish of St. Elizabeth. The extent of
the area of quarantine was of such form as to
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constitute in the southeast a natural barrier
formed by hills sparsely populated by animals, the
Black River and the adjacent large marshes. In
October, a diminution of the significant foci was
observed for the first time.

The failure of the initial measures taken was at-
tributed to inexperience and want of preparation
to deal with outbreaks of exotic diseases, the false
diagnosis of necrotic stomatitis, and lack of legisla-
tion to stop the movement of animals within the
quarantine areas.

To meet the situation, regulations were made
according to the circumstances indicated within a
new law, Law 29 of 1922. A Commission Chief
was designated in charge of the group of Commis-
sioners and Field Inspectors and supported by a
Committee of Central Assessors. This Committee
took the function of reviewing periodically the
situation and making recommendations to the
Governor. Also, Committee of Local Assessors
were established in each parish to do surveillance
work and to collaborate with the local Commis-
sioner and the central authorities.

The Chief Commissioner proposed the sacri-
fice, with indemnification, of all small species of
animals within the infected area due to the im-
possibility of keeping them properly confined and
because of the danger they pose for the re-occur-
ence of the disease. For various reasons which
were not specified, the Government did not accept
this proposal. Nevertheless, numerous stray goats
and pigs were killed in some areas considered of
major risk. The exact figures or the method of
elimination were not mentioned. It was admitted
that the stray animals were never efficiently con-
trolled. By chance, it appeared that the smaller
livestock species did not disseminate nor maintain
the infection as feared. No cases were observed
among goats but only in swine in some properties
and always simultaneous with cases in cattle.

Movement of animals within the area was only
permitted through a special permit. Movement was
highly prohibited unless otherwise ordered. No
animal was permitted to leave the area and all
transport was restricted to motor cars, trucks and
trains. Disinfection posts were installed within the
area and their boundaries, and check points were
established on the roads. The rigors imposed by

the new Commission during the month of Sep-
tember marked a very significant favorable turn in
the control of the outbreak.

On February 22, 1923, around six months after
the first outbreak, the disease reappeared at
Barham and Friendship Estates in the east of the
parish of Westmoreland. Extreme measures were
taken in the vicinity, proceeding with shooting and
slaughter of pigs and goats straying on the roads.
During March to July, efforts were maintained to
prevent whenever possible the introduction of re-
covered cattle into non-infected herds or vice versa,
taking into account the potential of virus “carri-
ers”. It was permitted to gather recovered animals
together, that is immuned with immuned. In July,
liberalization of measures was started to alleviate
the problem created attendant to one year of
quarantine. To alleviate problems of over-popula-
tion, transfer of cattle was permitted but solely
within properties located in the center of quaran-
tine area and never into non-infected areas. The
mixing of recovered and susceptible animals was
made use of to observe the possible transmission
of the disease through “‘carriers”.

Since there were no other reappearance of the
disease 8 months after the last case, quarantine
was lifted on November 1, 1923, with the excep-
tion of those properties affected in February
which were otherwise released from quarantine a
month later.

Due to the lack of information, it could be
assumed that the reappearance of the disease at
Barham and Friendship was due to the presence of
animals which for some reason escaped the infec-
tion during the first outbreak, or the introduction
of susceptibles following the relaxation of quaran-
tine measures. The measures adopted at some part
in March suggested much better this possibility. In
which case, this could be dealt with as an example
of the phenomenon of virus transmission by
healthy carriers.

Between March 31 and October 31, 1923 a
slaughterhouse was put into operation at the train
station in Montpelier in the parish of St. James.
Nine hundred and ninety {990) cattle destined for
the capital of Kingston were slaughtered. The car-
casses and hides (after disinfection) were shipped
by a special night train.
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EIGURE 2. Monthly distribution of number of affected properties: 1922/23 outbreak
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foot-and-mouth disease in Jamaica.
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The disease had its last appearance at Fonta-
belle Estate in Westmoreland, which had suffered
an outbreak in October 1922. In March of the fol-
lowing year, 12 bull calves originating from two
properties that were never affected were received
into the herd. On December 3, five of the calves
were discovered to be sick and were sacrified.
Fontabelle and four properties were placed under
quarantine. In total, all of the 12 calves that were
introduced became ill, but only 10 of the 213 cat-
tle which had been in Fontabelle since the out-
break of 1922. The type of animals that were ill
was not described, but the morbility pattern re-
veals a good level of herd immunity 13 months
following the first attack. Likewise, this perhaps
constituted another circumstantial proof of the
phenomenon of virus survival in carrier animals
and their capacity to transmit and infect other
animals, a mechanism which still was not known
until today.

The episode was considered terminated on De-
cember 25, but strict quarantine was maintained at
Fontabelle and its neighboring properties until
September 4, 1924, followed by four months of
observation. All the areas that were quarantined in
1922 were declared as “‘suspect areas’”, subject to
restrictions. Ruminants and pigs were prohibited
to leave from yonder, with the exception of cattle
destined directly for slaughter at the Kingston
Abattoir. Within the interior of the “suspect
area’” free movement was permitted with the
exception of the case of the quarantined estab-
lishments.

in summary, the western region of Jamaica was
under quarantine for two years and two months,
from July 1922 to September 1924, except for
the three months of November 1923 to January
1924,

It was considered that the climate, predomi-
nantly hot and intense sunshine with periods of
droughts, plus the natural terrain of the country,
especially the barriers of mountains and marshes,
were factors that contributed much to the eradica-
tion of the outbreak. Nevertheless, the dedication,
perseverance and efforts of the personne!, the well
elaborated plan, the energetic direction of the
Commission Chief, the cooperation of the affected
cattle owners and a community respectful of the

law likewise contributed to the successful eradica-
tion of the outbreak.

COMMENTS

The eradication of the outbreak of FMD in
Jamaica in 1922 is an episode worthy of consider-
ation. The idea that perhaps the same result could
have been achieved without as much effort, by
self-elimination of the virus in a susceptible popu-
lation of a relatively reduced size, appears less pos-
sible considering the reappearance of foci and the
existance in the island of a livestock population
much larger than the affected area in the western
part.

It is interesting to observe the success of a ra-
tional epidemiologic criterion, adapted to the cir-
cumstances and possibilities of the occassion,
ieaving on one side the strict method of slaughter
and elimination of infected animals, which up to
now is still the universal recommendation for the
eradication of FMD outbreaks in countries free
of the infection. The elimination applied had
mainly the purpose to destroy possible links in
virus spread, and at the same time urge the own-
ers to maintain their animals in confinement.
It is probable that the extension of the outbreak
in the middle of July, when some 7 establish-
ments already had FMD, and the tendency for
rapid spread observed were factors that lead to
disregard the method of slaughter and elimi-
nation of sick and contact animals. Soundly,
this decision could have been made but it would
have caused heavy losses on the economy of
the country and unjustifiable due to the nature
of the island of Jamaica.

Perhaps the most valuable lesson from the out-
break of FMD in Jamaica consisted of the demon-
stration of the importance of quarantine to halt
the spread of the virus while extinguishing it in
the infected herds.

The necessity for the quarantine area to have
been extended and with limits corresponding with
the true geographical boundaries of the parishes
also stands out.

Notable is the use of the concept of healthy
animal carriers of the virus, which was a determi-
nant factor in the measures and in the duration
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of quarantine. It is proper to record that this was
the subject of discussion among veterinarians in
Europe in the period of outbreak in Jamaica based
on observation and circumstantial evidence that
made them note the occurrence of this phenome-
non. Afterwards, this was practically forgotten and
was revived through investigations carried out
around 40 years later.

That the Government authorities learned only
of the existence of the problem 3 weeks after
the appearance of the first focus revealed the im-
portance of consciousness in the community,
especially the cattle raisers, and the necessity of
having an active system of epidemiological sur-
veillance.

Briefly, the report in the supplement of the Ja-
maica Gazette points out that eradication of an
extensive outbreak requires time to recognize the
situation; decide as to the extent of the area of
operation; prepare and approve legal regulations;
control, organize and train sufficient human re-
sources; and, above all, to inform and instruct the
community in the affected areas on the nature of
the disease and the methods necessary for its con-

trol. It is understood that the success depended
essentially on the cooperation and sustained effort
of the livestock owners and caretakers.

It is interesting to observe that among the defi-
ciencies mentioned in the initiation of the control
measures were foreseable, when there exist no or-
ganization for the prevention and eradication of
exotic diseases, such as lack of trained and orga-
nized personnel, absence of immediately available
disinfectants and disinfecting equipment, inade-
quate legislation and delay in diagnosis.

The report summarizes in reality the principal
elements that come into play in acting to prevent
and eradicate and outbreak of FMD in a country
or place that is free of the disease, and reveals the
importance of having alternate plans to meet di-
verse situations that may be presented, the decisive
role of the community, the necessity of a solid
machinery both technical and administrative for
eradication, the capacity to decide with official
support at the highest level, and the condition to
subject the procedures according to that indicated
by socioeconomic and epidemiofogic analysis of
each situation.
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VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO PARA CERDOS.
11l. RESPUESTA INMUNITARIA CON VACUNAS EMULSIFICADAS
POR VIBRACION ULTRASONICA O POR AGITACION MECANICA'

Ivo Gomes?; P. Augé de Mello*; A. Alonso Ferndndez?; Kleise de Freitas Costa®

RESUMEN

La respuesta inmunitaria y la proteccién de cer-
dos vacunados por via intraperitoneal con vacunas
antiaftosas de emulsién doble con adyuvante oleo-
so fue evaluada por comprobacién y por examen
de anticuerpos. Una vacuna fue emulsificada con
un equipo de ultrasonido (Vacuna 1) y la otra con
un equipo mecanico (Vacuna 2). Ambas vacunas
fueron analizadas por las DP;s, en cobayos. Todas
las pruebas indicaron que las dos vacunas eran sa-
tisfactorias. Sin embargo, la Vacuna 2 fue ligera-
mente superior ala 1.

También se demostrd que un indice de sero-
proteccion {ISP) de 3,0 o un titulo de microneu-
tralizacion de 2,5 indican un alto grado de protec-
cion de los cerdos. Un valor bajo de ISP no necesa-
riamente indica ausencia de proteccion.

De los 22 cerdos que presentaron lesiones, 20 se
tornaron VIA positivos. Sin embargo, s6lo 6 de los
38 cerdos sin lesiones desarrollaron anticuerpos
VIA a los 15 dias postinoculacién. Esta observa-
cidn merece ser destacada ya que un alto porcenta-
je de bovinos vacunados que no desarrollaron lesio-
nes después de inoculados, se tornaron VIA positi-
vos (9). Esta diferencia podria indicar una diferen-
cia fundamental en la presentacién subclinica de
fiebre aftosa en bovinos y porcinos.

INTRODUCCION

En un trabajo anterior {2} fue comunicado el
éxito obtenido con la vacunacion intraperitoneal
de cerdos jovenes con vacunas antiaftosas inacti-
vadas con adyuvante oleoso en emulsion doble.

lEste trabajo fue realizado en parte con un subsidio
del Instituto Valiée S/A, Uberlandia, MG, Brasil.

2Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

En un estudio posterior (3) con vacunas similares
aplicadas por via intraperitoneal, a los 30 dias
postvacunacion (DPV) fue observada una buena
correlacién entre el nivel de anticuerpos y los re-
sultados a la comprobacion. En estas experiencias
se obtuvieron resultados semejantes en las compro-
baciones, por inoculacion y por contacto.

Este experimento se realizd para comparar va-
cunas oleosas de emulsion doble preparadas con
emulsificadores de ultrasonido® o mecdnico®. Los
resultados de este estudio también contribuyen
para el desarrollo de un método adecuado para de-
terminar la potencia de las vacunas antiaftosas.

MATERIALES Y METODOS
Virus

Las cepas de virus de la fiebre aftosa usadas pa-
ra la produccion de la vacuna fueron O; Campos,
A Bagé, A Venceslau y C; Indaial.

Todas las cepas usadas para la produccion de va-
cunas eran de origen bovino y fueron pasadas en
células BHK, ; de 7 pasajes como méximo.

El virus O; Campos usado para la inoculacion
de los porcinos fue del 11° pasaje en bovino.

Vacunas

Los antigenos usados para la preparacion de las
vacunas fueron producidos en la Planta Piloto de
Produccion de Vacunas del Centro en frascos ro-
lantes con células BHK,; Clon 13. Las suspensio-
nes de virus fueron inactivadas con 0,001 M de
etileneimina binaria (BE!) durante 24 horas (4).

Las caracteristicas de los antigenos se indican
en el Cuadro 1. Las vacunas fueron preparadas con
igual volumen de las suspensiones de los antigenos

3Minisonic, Ultrasonic Ltd. Otley Road Shipley, West
Y orkshire, England.
Silverson Machine (Sales) Ltd., London.
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0, A y C. La valencia A se preparé con iguates vo-
ltmenes de las suspensiones A Bagé y A Venceslau.

CUADRO 1. Caracteristicas de los antigenos usados
para la preparacién de las vacunas

Trtulo infeccioso en

Virus cultivos celulares/mi Titulo FCso?
01 Campos 106'6 1:24
A Bagé 107-° 1:28
A Venceslau 1074 1:26
C3 Indaial 107+ 1:16

9Prueba de fijacién del complemento (4 UHC50/90 min.).

Vacuna 1: Fue preparada con un equipo de ul-
trasonido. Para tal fin, 450 m! de una mezcla de 9
partes de aceite mineral® y una parte de monoolea-
to de manitol® fueron emulsificadas con 450 ml de
una suspension de antigeno trivalente para formar
una emulsioén agua en aceite (emulsion primaria).

Esta emuision tenia caracteristicas similares a

las vacunas usadas en las experiencias anteriores {5),

La emulsién primaria fue nuevamente emulsificada
con 900 ml de soluciéon buffer fosfato (SBF), pH
7,4 conteniendo 2% de polioxietileno 20 mono-
oleato de sorbitol” y mertiolato (concentracién fi-
nal 1:30.000 p/v) para formar una emulsién de
agua en aceite en agua (emulsion doble).

Vacuna 2: Fue preparada a partir de ia misma
suspension de antigeno, usando un emulsificador
mecénico.

La emulsion primaria contenia 150 ml de la fa-
se oleosa preparada como fue descrito en la Vacu-
na 1y 150 ml de suspension del antigeno trivalen-
te.

Para preparar la emulsién doble fueron afiadi-
dos 300 ml de SBF, pH 7.4, conteniendo 2% de
polioxietileno 20 monooleato de sorbitol y mer-
tiolato, 1:30.000.

5Marcol 52 — Exxon Corporation, USA.,

6Arlacel A — ICl America Inc., Atlas Chemicals Divi-
sion,

"Tween 80 — ICI America Inc., Atlas Chemicals Divi-
sion,

Prueba de potencia en cobayos

Fueron preparadas las diluciones de la vacuna
{(1:3, 1:9 y 1:27) en SBF, pH 7,4. Con la vacuna
sin diluir y con cada dilucién fueron inoculados
por via intramuscular con 0,25 ml, 6 cobayos de 3
a 4 meses de edad y con 550 *+ 50 g de peso.

A los 30 DPV los cobayos fueron inoculados
por via intradermoplantar con 10° dosis generali-
zantes 50% (DGs,) de la cepa O; Campos. Las le-
siones en las patas no inoculadas fueron observadas
a los b dias después de inoculados. La vacuna
emulsificada con ultrasonido proporciond 9 DPso
y la preparada con el emulsificador mecéanico tuvo
27.

Prueba de potencia en cerdos

Se utilizaron cerdos hibridos Humus~Segher58,
recién destetados, de dos meses de edad v con un
peso aproximado de 20 kg. Grupos de 8 cerdos
fueron vacunados por via intraperitoneal con 3 ml
de la vacuna pura o con diluciones similares a las
preparadas para los cobayos.

A los 30 DPV los animales vacunados fueron
colocados en contacto con dos cerdos sin vacunar,
inoculados por via intradermoplantar con 10°
DisoRL de la cepa O; Campos y con tres cerdos
controles sin vacunar.

Los animales fueron examinados Unicamente a
los 10 dias después de la inoculacién.

Examen de anticuerpos

Los cerdos fueron sangrados antes de la vacuna-
cién, a los 30 DPV y 15 dias después de la com-
probacién.

El examen de anticuerpos fue realizado por se-
roproteccién (6), microneutralizacién (7} y por
doble difusién en gel de agar para anticuerpos VIA
(7).

8 Humus Agricola S/A, Via Armando Salles Oliveira,
SP-322 km 356, Pitangueiras, SP, Brasil,
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RESULTADOS

Las medias de los titulos de neutralizacién de
los sueros a los 30 DPV estan indicadas en el Cuadro
2. Se puede observar que los antigenos O y A indu-
jeron mejor respuesta que el C y que los titulos ob-
tenidos con la vacuna emulsificada con el equipo
de Silverson (Vacuna 2) son mas altos que los ob-
tenidos con el equipo de ultrasonido (Vacuna 1).
También se observa que es una constante la bue-
na relacién de la respuesta titulo de anticuerpo/
dosis.

En ta comprobacion uno de los cerdos control
inoculado murio. El otro inoculado, asi como los
tres contactos sin vacunar desarrollaron severas le-
siones de fiebre aftosa. Las respuestas individuales
para el virus O, de cada uno de los cerdos vacuna-
dos estan indicadas en los Cuadros 3 y 4. Aqui,
también se puede observar el descenso gradual en
los indices de seroproteccion (ISP) y en el titulo
de microneutralizacion {TMN) con la dilucién de
la vacuna, a excepcion del ISP de ia dilucion 1:3
de la Vacuna 1. Ademaés se observa la misma corre-
lacion de la respuesta lesiones podales/dosis, con
excepcion del grupo correspondiente a la dilucion
1:3 de la Vacuna 2 en la que tres cerdos muestran
lesiones en 16 2 patas.

La elevacién del ISP y del TMN después de la
comprobacion es indicacion de que hubo una bue-
na exposicion al virus de comprobacion. En rela-
cion a ésto, se destaca el alto namero de cerdos
que no desarrollaron lesiones y permanecieron ne-
gativos para los anticuerpos VIA alos 15 dias des-

pués de la comprobacion. No obstante, varios cer-
dos presentaron una elevacién de anticuerpos en
las pruebas de seroproteccidon o microneutraliza-
cion.

Los efectos de la enfermedad en cerdos con le-
siones en una o dos patas fueron menores que en
los controles sin vacunar o aquellos correspondien-
tes a la dilucién 1:27 de la Vacuna 1 que fueron
afectados severamente. Los cerdos con lesiones be-
nignas continuaron comiendo, sus movimientos no
fueron perjudicados y las lesiones cicatrizaron ra-
pidamente.

El Cuadro 5 resume los resultados de la com-
probacion de los cerdos en relacién al nivel de an-
ticuerpos. De 27 cerdos con ISP entre 0,0-0,9,
sélo 11 generalizaron. Por tanto, un bajo valor de
seroproteccién en un cerdo vacunado no necesa-
riamente indica falta de proteccién. Los 19 cerdos
con ISP = 3,0 estaban protegidos. Siete cerdos con
TMN < 1,4 generalizaron y 31 de los que tenian
valores > 2,5 estaban protegidos.

La media de los ISP y TMN de los cerdos con
lesiones en las 4 patas fue de 0,43 * 0,08° y
1,64 + 0,16 respectivamente. Estos valores para
los cerdos sin lesiones fueron 3,02+ 0,35y 2,96
0,10 respectivamente. Los ISP y TMN de los cer-
dos que tenian una o dos patas afectadas fueron
mds bajos pero no significativamente diferentes de
los totalmente protegidos (ISP 2,11 £ 0,57 y TMN
2,64 +0,18).

“Media y error tipicos de la media.

CUADRO 2. Promedio de los titulos de microneutralizacién en cerdos a los 30 dias después de
vacunados con series de diluciones de vacunas antiaftosa con adyuvante oleoso

Vacuna 1 (Ultrasonido)

Vacuna 2 (Mecdnico)

Dilucion Virus o Virus
de la vacuna (0] A (0] A C
1:1 3,210,252 3,3+0,22 2,7 0,45 =35 =35 3,31+0,22
1:3 2512054 220,30 2,010,225 3,3%0,22 291037 280,49
1:9 1,71045 1,7+0,53 1,6 10,59 3,010,39 3,0%0,36 26%0,39
1:27 <12 <15 <1,2 22 10,31 221025 1,9+0,39

promedio y error tipico.
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CUADRO 3. Respuesta de cerdos vacunados con vacuna de fiebre aftosa con adyuvante oleoso

en forma de emulsién doble (Vacuna 1 — ultrasonido) e inoculados con el virus O Campos

30 dias postvacunacién

15 dias postinoculacién

Dilucién Suero

de la vacuna NO ISP TMN Lesiones ISP TMN VIA
1 >53 32 Neg. >55 3,3 -

2 >43 29 Neg, =55 33 —

3 =53 3,0 Neg. 4.8 4.1 —

4 26 3,5 Neg. 255 29 -

11 5 25 3,0 Neg. 2.1 23 -
6 =253 3,6 Neg. =55 32 —

7 4.9 3,2 Neg. =55 41 -

8 =53 3,2 Neg. 255 29 —

9 0.8 29 Neg. =45 2,9 —

10 1,0 29 Neg. =45 3,3 -

11 08 23 Neg. =45 22

12 0,0 1,7 Neg. =45 29 +

13 13 0.8 3.2 Neg. >a5 2,6 -
14 0,5 26 4P =255 =235 +

15 0,7 29 Neg. a a a

16 0,0 18 Neg. >45 > 35 +

17 04 1,7 4P =54 29 +

18 0.4 23 Neg. =54 3,3 -

19 0,7 <12 4P =54 3,3 +

179 20 09 20 2P >54 3,3 +
21 0,7 1.8 4P >54 3.2 +

22 0,4 <12 4P >54 >36 +

23 1,3 2,4 2P =54 =36 -

24 04 1,5 Neg, > 4.4 3.3 -

25 04 <1,2 4P 54 2,7

26 04 <1,2 4P b b b

1727 27 04 1,7 Neg. 54 =35 -
28 0,0 <1,2 4p 54 3,2 +

29 0.2 <12 ap 5.4 =35 +

30 0,2 <12 4P b b b

Muertos después de inoculados con virus, no relacionados con FA.,

bMuertos después de inoculados con virus, probablemente debido a FA,
+ = Positivo.
— == Negativo.

ISP

= Indice de seroproteccién.

TMN= Trtulo de microneutralizacion.

P

= Patas,
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CUADRO 4. Respuesta de cerdos vacunados con vacuna de fiebre aftosa con adyuvante oleoso
en forma de emulsién doble (Vacuna 2 — mecdnico) e inoculados con e/ virus O Campos
Dilucién Suero 30 dias postvacunacion 15 dias postinoculacién
de la vacuna NO ISP TMN Lesiones ISP TMN VIA
36 =53 =35 Neg. >49 > 3,5 -
37 >53 =35 Neg. =49 35 --
38 >53 = 3,6 Neg. =49 =472 -
11 39 =53 > 3,5 Neg. =49 > 35 -
40 >5.3 =35 Neg. =49 29 -
41 >53 =36 Neg. =49 2,7 —
42 >53 3,2 Neg, >49 =35 -
43 4.4 3.0 Neg. =49 > 35 +
44 >53 3.3 Neg. =49 > 3,6 +
45 2,0 32 1P =49 = 3.6 -
1/3 46 =53 =235 2p =49 =45 +
47 3.8 3,3 2P =49 =48 +
48 =52 =38 Neg. >49 >48 -
49 =52 =36 Neg, =49 29 -
50 1,0 3,2 Neg, 39 3,2 -
51 1.5 3,0 Neg. 4,4 3,6 +
52 <08 3,0 Neg. 248 38 +
53 2,9 >36 Neg. >58 32 -
1/9 54 09 2,6 Neg. =48 =36 -
55 252 3.2 Neg. >58 >39 -
56 1,5 24 1P >58 26 +
57 18 3,2 Neg. >48 >36 -
58 =52 3.3 Neg. >58 3,5 -
59 34 2,3 2P >5.8 3,3 +
60 04 1.8 Neg. =48 29 -
1/27 61 04 1.8 Neg. >48 3,2 -
62 0,2 2,1 2P =58 = 3,6 +
63 0,9 24 4P >58 = 3,6 +
64 0,6 26 1P =>58 =35 +

+ = Positivo.

— = Negativo.
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CUADRO 5. Lesiones podales en los cerdos inoculados
con la cepa de fiebre aftosa O Campos a los 30 dias
después de vacunados con series de diluciones
de vacunas con adyuvante oleoso

NO de patas afectadas

NO de
Pruebas cerdos 0 1 2 3 4
Indice de
Seroproteccion
0,0-09 27 13 1 2 - 1
1,0-19 6 4 1 T - -
2,0-29 7 3 1 3 - —
=30 19 9 - - - -
Totat 59 39 3 6 0 1
Trtulo de
Microneutralizacién
<14 7 e
15-19 8 6 - - - 2
20-24 8 2 1 4 - 1
2,56 36 31 2 2 - 1
Total 59 33 3 6 0 11
DISCUSION

Ambas vacunas proporcionaron excelente pro-
teccion a los cerdos comprobados por una severa
prueba por contacto. Sin embargo, |a vacuna pre-
parada con el equipo de Silverson tuvo un desem-
pefio ligeramente superior. Otras pruebas son nece-
sarias para demostrar si las diferencias entre las dos
técnicas de emulsificacion son consistentes.

Es alentador comprobar que tas DP, en coba-
yos, la seroneutralizacion, la seroproteccion y la
prueba de descarga en porcinos utilizadas para de-
terminar la potencia de las vacunas dieron resulta-
dos semejantes.

Es importante observar la eficienciade la expo-
sicion por contacto usada en esta experiencia. Los
cerdos vacunados, |os contactos no vacunados Y
los donadores de virus fueron mantenidos juntos.
Los contactos no vacunados enfermaron severa-
mente y la alta elevacion de los niveles de anticuer-
pos en todos los cerdos con bajos titulos de anti-
cuerpos antes de la comprobacion, muestra que to-
dos los animales estuvieron expuestos al virus. To-
dos los cerdos vacunados con un ISP > 3,0 vy 31 de

36 con un TMN > 2,5 estaban completamente pro-
tegidos.

En varios de los cerdos con titulos elevados de
anticuerpos la replicacion del virus fue inhibida, ya
que no se detectd la formacién de anticuerpos
VIA.

De los 22 cerdos que desarrollaron lesiones des-
pués de la comprobacién, 20 fueron VIA positivos.
Sin embargo, s6lo 6 de los 38 sin lesiones desarro-
llaron anticuerpos VIA a los 15 dias después de la
comprobaciéon. Esta observacién es importante
pues un alto porcentaje de bovinos que no desarro-
Itan lesiones después de inoculados, se tornan VIA
positivos (9). Esta diferencia puede indicar una
presentacion distinta en la infeccién subclinica de
la fiebre aftosa en bovinos y porcinos.

Uno de los principales probltemas que atin per-
manece sin respuesta es la clasificacion de los cer-
dos con lesiones en una o dos patas, que por lo de-
mds estan perfectamente sanos. Gomes (8) observo
que aun cerdos convalecientes pueden desarrollar
lesianes locales cuando son mantenidos en un am-
biente altamente contaminado. Es probiable que
cerdos con una o dos patas afectadas tengan lesio-
nes locales causadas particularmente por la infec-
cion de las abrasiones de la piel y de acuerdo con
el nivel de anticuerpos, corresponden mas al grupo
de los completamente protegidos que al de los ge-
neralizados.
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FOOT-AND-MOUTH DISEASE OiL ADJUVANTED VACCINES FOR PIGS.
111. IMMUNE RESPONSE OF VACCINES EMULSIFIED
BY ULTRASONIC OR MECHANICAL EQUIPMENT!

Ivo Gomes®, P. Augé de Mello®; A. Alonso Ferndndez* ; Kleise de Freitas Costa®

SUMMARY

The immune response and protection of pigs
vaccinated intraperitoneally with double emulsion
oil adjuvanted foot-and-mouth disease (FMD) vac-
cines were evaluated by antibody tests and chal-
lenge. One vaccine was prepared with ultrasonic
equipment (Vaccine 1) and the other vaccine with
a mixer-emulsifier (Vaccine 2). Both vaccines were
also evaluated in a guinea pig PDs, test. All sys-
tems used indicated that both vaccines were satis-
factory but that Vaccine 2 was slightly superior to
Vaccine 1.

It was also found that a mouse protection index
(MP1) of 3.0 or a neutralization titer of 2.5 indi-
cate a high degree of protection of the pigs. A fow
MPI not necessarily indicates lack of protection.

Of 22 pigs which developed lesions after expo-
sure, 20 pigs became VIA antibody positive. How-
ever, only six of the 38 pigs without lesions devel-
oped VIA antibodies at 15 days post-exposure.
This observation is noteworthy because a high
percentage of vaccinated cattle which do not de-
velop lesions after exposure to virus become VIA
antibody positive (9). This difference might indi-
cate a fundamental difference between subclinical
FMD infection of cattle and pigs.

INTRODUCTION

In an earlier paper {2) the successful intraperi-
toneal vaccination of young pigs with inactivated
foot-and-mouth disease {(FMD)} double emuision
oil vaccine was reported. In a further study (3)
using similar vaccines by the intraperitoneal route

1This work was made possible in part by a grant from
the Instituto Vallée S/A, Uberlandia, MG, Brazil.

2Pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.

it was observed that a good correlation existed be-
tween antibody levels at 30 days post-vaccination
(DPV) and challenge results. 1t was shown in those
experiments that the challenge results were similar
with needle or contact exposure.

The present experiments were done to compare
double emulsion FMD vaccines prepared with
ultrasonic® or mechanical* emulsification equip-
ment. The results of this study also contribute
towards the development of suitable potency assay
methods for this type of FMD vaccine in pigs.

MATERIALS AND METHODS
Virus

The FMD virus strains used for vaccine produc-
tion were O; Campos, A Bage, A Venceslau and
C; Indaial.

All strains used for vaccines production were of
bovine origin and had received a maximum of 7
passages in BHK, ; cells.

The O, Campos virus used for pigs inoculation
was of the 11th bovine passages.

Vaccines

The antigens used for the formulation of the
vaccines were produced in the vaccine production
pilot plant of this Center in roller bottles with
BHK,; clone 13 cells. Virus suspensions were in-
activated with 0.001 M binary ethyleneimine
(BEI) for 24 hours (4).

The characteristics of the antigens are listed in
Table 1. Equal volumes of O, A and C antigen
suspensions were used in the trivalent suspension

3Minisonic, Ultrasonic Ltd. Otiey Road Shipley, West
Y orkshire, England.
4gilverson Machine {Sales) Ltd., London,
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used to formulate the vaccine. The A component
consisted of equal volumes of the A Bage and A
Venceslau suspensions.

TABLE 1.Characteristics of the antigens used
for the formulation of the vaccines

Cell culture
Virus infectivity titer/ml CFso? titer
01 Campos 1086 1:24
A Bage 107 1:28
A Venceslau 1074 1:26
C3 Indaial 1072 1:16

9CF = complement fixation test (4 HCF50 as 90 min.).

Vaccine 1: was prepared in a Minisonic ap-
paratus. First, 460 mi of a mixture of 9 parts min-
eral 0il® and one part of mannide monooleate®
were emulsified with 450 ml of the trivalent anti-
gen suspension to form a water-in-oil type of sus-
pension (primary emulsion).

This emulsion had similar characteristics as vac-
cines used in earlier experiments (5). The primary
emulsion was re-emulsified with 900 ml PBS, pH
7.4 containing 2% polyoxyethylene 20 sorbitan
monooleate’ and merthiolate (final concentra-
tion 1:30.000 w/v} to form a water-in-oil-in-water
type emulsion (double emulsion).

Vaccine 2: was prepared from an identical anti-
gen suspension using a mechanical bench top
mixer-emulsifier,

The primary emulsion consisted of 150 m! of
the oily phase as described for Vaccine 1 and 150
ml of the trivalent antigen suspension.

For the double emulsion 300 ml of PBS pH 7.4
was added which contained 2% polyoxyethyiene
20 sorbitan monooleate and merthiolate 1:30.000.

Guinea pigs potency tests

Dilutions of the vaccines were made in PBS pH

sMarcol 52 — Exxon Corporation, USA.

6Arlacel A — ICI America Inc., Atlas Chemicals Divi-
sion.

7Tween 80 — ICI America Inc., Atlas Chemical Divi-
sion,

7.4 (1:3, 1:9 and 1:27). Six guinea pigs, 3-4
months old, weighing 550 + 50 g each were inoc-
ulated by intramuscular route with 0.25 ml of the
undiluted vaccines or with the dilutions.

After 30 days the guinea pigs were inoculated
intradermalplantar in one foot pad and with 10°
generalizing doses 50% (GDs,) of the O, Campos
strain. The lesions in the non-inoculated foot pads
were observed at 5 days after inoculation. The
estimation of the GP PD¢ /0.25 mi of the vaccine
prepared with the minisonic apparatus was 9 and
for vaccine prepared by mechanical emulsification
with the Silverson equipment was 27.

Pig potency test

Two months old recently weaned hybrid
Humus-Seghers® pigs of approximately 20 kg were
used in this experiment. Groups of 8 pigs were
inoculated intraperitoneally with 3 m| of the vac-
cines or with dilutions similar to those used in the
guinea pigs.

At 30 DPV vaccinated animals were placed in
contact with two unvaccinated pigs inoculated
intraplantar with 10 mouse 1Ds, of type O,
Campos virus strain and with 3 unvaccinated
contact pigs. The animals were examined on day
10 after the start of the exposure, when the only
and final reading of the lesions was made.

Antibodies

Pigs were bled before vaccination at 30 DPV
and 15 days after the start of virus exposure,

Antibody assay was done by the mouse protec-
tion test (6), microneutralization (7) and by agar
gel double diffusion for VIA antibodies (7).

RESULTS
The mean neutralization titers of the sera 30

DPV are listed in Table 2. It can be observed that
the O and A antigens induced a better response

8Humus Agricola S/A. Via Armando Salles Oliveira,
SP-322 km 356, Pitangueiras, SP, Brasil.
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than the C antigen and that the titers observed
with the vaccine emulsified with the Silverson
equipment (Vaccine 2) are higher than those ob-
tained with the Minisonic apparatus (Vaccine 1).
Also, as a rule there is a very consistent antibody
titer/dose response.

At challenge one of the inoculated donor pigs
died. The other donor pig as well as 3 non-vac-
cinated contact pigs developed severe FMD. The
individual responses of each of the vaccinated pigs
for type O, virus are listed in Tables 3 and 4.
Here, also, the graded decrease in the mouse pro-
tection indices (MP1) and microneutralization test
(MNT) with diluting the vaccine can be observed,
perhaps with the exception of the MP! for the 1:3
group of Vaccine 1. The same dose response can
be noted for the development of foot lesions, with
exception of the 1:3 group of Vaccine 2, in which
3 pigs had lesions on 1 or 2 feet.

The post-challenge boost of the MPI and MNT
indicate that the pigs were well exposed to the
challenge virus. It is noteworthy in this connection
that a high portion of the pigs which did not de-
velop lesions remained VIA antibody negative at
15 days post-challenge, even though several pigs
got a boost of the neutralization titer or MPI.

The pigs with one or two feet affected did not
suffer from the disease as did the unvaccinated
control pigs or some of the more severely affected
pigs in the 1:27 group of Vaccine 1. Pigs with such
limited lesions continued to eat, their movements
were not impaired and their lesions healed quickly.

Table 5 summarizes the challenge results of the
pigs in relation to their antibody response. Of the
27 pigs with an MPI in the 0.0—0.9 range only 11
generalized. Thus, a low MPI of a vaccinated pig
not necessarily indicates lack of protection. The 19
pigs with an MP! > 3.0 all were protected. Seven
pigs with an MNT < 1.4 generalized and 31 of
those with > 2.5 were protected.

The mean MPI and MNT for the pigs with le-
sions as 4 feet were 0.43 + 0.08° and 1.54 + 0.16
respectively. These values for the pigs without le-
sions were 3.02 + 0.35 and 2.96 * 0.10, respective-
ly. The MPI and MNT of the pigs which had 1 or 2
feet affected were lower but not significantly dif-
ferent from those of the fully protected pigs (MPI
2.11£0.57 and MNT 2.64 + 0.18).

Mean and standard error of the mean.

TABLE 2. Mean serum microneutralization titers of pigs at 30 days after vaccination
with dilution series of trivalent oil adjuvanted FMD vaccine

Vaccine 1 (Minisonic)

Vaccine 2 (Silverson)

Vaccine Virus Virus

dilution fo) A C lo) A c
1:1 3.2+025% 3.3+0.22 2.7+0.45 >35 =35 3.310.22
1:3 2.5+ 054 221030 20*025 33%1022 29%037 2.8 £0.49
1:9 1.7+0.45 1.7+0.53 1.6+059 30%£039 30036 26%0.39
1:27 <1.2 <15 <12 2.2*0.31 2.210.26 1.9%0.39

Mean and standard deviation.
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TABLE 3. Response of pigs vaccinated with double emulsion FMD oil vaccine No. 1 {Minisonic)
and exposure to FMD virus type O,

Vaccine Serum 30 days post-vaccination 15 days post-exposure
dilution No. MPI MNT Lesions MPI MNT VIA
1 =253 3.2 Neg. =2 55 3.3 —
2 =243 29 Neg. =255 3.3 -
3 > 5.3 3.0 Neg. 4.8 4.1 -
171 4 2.6 35 Neg. =55 29 -
5 25 3.0 Neg. 21 2.3 -
6 > 5.3 3.6 Neg. > 55 3.2 -
7 4.9 3.2 Neg. =55 4.1 —
8 > 5.3 3.2 Neg, > 55 29 -
9 0.8 29 Neg. > 45 29 —
10 1.0 29 Neg. > 45 3.3 -
1 0.8 2.3 Neg. > 45 2.2 -
1/3 12 0.0 1.7 Neg. > 45 29 +
13 0.8 3.2 Neg. > 45 2.6
14 0.5 2.6 4 F = 55 = 35 +
15 0.7 29 Neg. a a a
16 0.0 1.8 Neg, > 45 > 35 +
17 04 1.7 4 F > 54 29 +
18 0.4 2.3 Neg. > 54 3.3 -
19 0.7 < 1.2 4 F > 54 3.3 +
1/9 20 0.9 2.0 2 F > 5.4 3.3 +
21 0.7 1.8 4 F > 54 3.2 +
22 0.4 < 1.2 4 F > 54 =36 +
23 1.3 2.4 2 F > 54 > 3.6 -
24 0.4 1.5 Neg. = 44 3.3 —
25 0.4 < 1.2 4 F 5.4 2.7 +
26 0.4 < 1.2 4 F b b b
1/27 27 0.4 1.7 Neg. 5.4 =35 -
28 0.0 <1.2 4 F 54 3.2 +
29 0.2 < 1.2 4 F 5.4 =35 +
30 0.2 < 1.2 4 F b b b
2 = Died after exposure to virus, not related to FMD.
b = Died after exposure to virus, likely due to FMD.
+ = Positive.
— = Negative.
MPI = Mouse protection indices.

MNT = Microneutralization test.
F = Feet.
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TABLE 4. Response of pigs vaccinated with double emulsion FMD oil vaccine No. 2 (Silverson)
and exposure to FMD virus type Oy
30 days post-vaccination 15 days post-exposure
Vaccine Serum
difution No. MPI MNT Lesions MPI MNT VIA
36 >53 >35 Neg. >49 235 -
37 > 53 =35 Neg. >49 35 -
38 > 53 > 36 Neg. > 49 =42 -
1/1 39 > 5.3 > 35 Neg. >49 =35 -
40 > 5.3 >35 Neg. >49 29 -
41 > 5.3 > 36 Neg. >49 2.7 -
42 = 5.3 3.2 Neg. =49 =2 35 -
43 4.4 3.0 Neg. >49 > 35 +
44 > 53 3.3 Neg. =49 = 3.6
45 2.0 3.2 1 F =49 = 3.6 -
1/3 46 >53 > 35 2 F =49 =45 +
47 38 3.3 2F =49 > 48 +
48 > 5.2 > 38 Neg. >49 > 48 -
49 =52 > 36 Neg. >49 2.9 -
50 1.0 3.2 Neg. 39 3.2 -
51 1.5 3.0 Neg. 4.4 35 +
52 < 08 3.0 Neg. =48 38 +
53 2.9 = 3.6 Neg. =58 3.2 -
179 54 0.9 2.6 Neg. =438 > 3.6 -
55 >5.2 3.2 Neg. =258 =39 -
56 1.5 24 1F =58 2.6 +
57 1.8 3.2 Neg. >48 = 36 -
58 =52 3.3 Neg. >58 35 -
59 3.4 2.3 2F >58 3.3 +
60 0.4 1.8 Neg. >48 29 -
1727 61 04 1.8 Neg. =48 3.2 -
62 0.2 2.1 2 F >58 =35 +
63 09 2.4 4 F >58 =36 +
64 0.6 2.6 1F =58 =2 35 +
+ = Positive.

Negative.
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TABLE 5. Foot lesions of pigs challenged with
0O, type FMD virus 30 days after vaccination with
dilution series of oil adjuvanted FMD vaccine

Number of feet

Number of affected
Tests pigs 0 1 2 3 4
Mouse protection
index
0.0—-09 27 13 1 2 - 1
1.0-19 6 4 1 1 - -
20-29 7 3 1 3 - -
=30 19 19 - - - -
Total 59 39 3 6 0 M
Microneutralization
titer
<14 7 - - - - 7
15—-19 8 6 — - - 2
20-24 8 2 1 4 - 1
25 36 31 2 2 - 1
Total 59 3 3 6 0 1N
DISCUSSION

Both vaccines gave excellent protection of pigs
against severe contact challenge. However, the vac-
cine prepared with the Silverson equipment was
slightly superior in performance. Further tests are
needed to show if the difference between the two
emulsification techniques is consistent.

It is encouraging that the GP PD;,, the neutral-
ization test, the mouse protection test and the
challenge test used to estimate the potency of the
vaccines all gave this same indication.

It is important to note the efficiency of the
contact exposure used in this experiment. The vac-
cinated pigs, unvaccinated contact pigs and virus
donors all were housed together. The unvaccinated
contact pigs became severely ill and an antibody
boost of all of the pigs with lower pre-challenge
titers showed that all animals were well exposed to
virus. All vaccinated pigs with MPl > 3.0 and 31
out of 36 with MNT > 2.5 were fully protected.

In several of the pigs with the higher antibody
titers virus replication apparently was inhibited to

the extent that VIA antibody formation could not
be detected.

Of 22 pigs which developed lesions after expo-
sure 20 pigs became VIA antibody positive. How-
ever, only six of the 38 pigs without lesions de-
veloped VIA antibodies at 15 days post-exposure.
This observation is noteworthy because a high per-
centage of vaccinated cattle which do not deveiop
lesions after exposure to virus become VIA anti-
body positive (9). This difference might indicate a
fundamental difference between subclinical FMD
infection of cattle and pigs.

One of the main problems which still remains
to be resolved is the classification of pigs with le-
sions on one or two feet which remain perfectly
healthy otherwise. Gomes (8) already noted that
even convalescent pigs can develop local lesions
when they are in a heavily contaminated environ-
ment. It is likely that pigs with only one or two af-
fected feet have local lesions caused by the infec-
tious skin abrasions, particularly, since according
to their antibody responses those pigs more likely
belong to the fully protected group than to the
group of fully generalized pigs.
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ANALISIS DE LA RELACION DOSIS/RESPUESTA EN LA
VACUNACION ANTIAFTOSA DEL CERDO

J. A. Obiaga'; A. Alonso Ferndndez'

RESUMEN

Con base en modelos de primer orden para las
relaciones entre dosis de vacuna y respuestas inmu-
noldgicas, se analizaron series. de pruebas de vacu-
nas antiaftosa en cerdos en términos de proteccién
al desafio, niveles de anticuerpos circulantes al
tiempo del desafio, y presencia de anticuerpos
antiVIA 15 dias posdesafio. De acuerdo con los
modelos, las dos primeras relaciones dosis/respues-
ta mostrarian pendientes positivas mientras que la
Gltima, seria negativa. Los analisis estadisticos con-
firmaron los resultados esperados mostrando que
es posible inmunizar cerdos contra la fiebre aftosa
con vacunas de buena calidad y que la proteccién
al desafio, la presencia de anticuerpos antiVIA y
los niveles de anticuerpos circulantes especificos
estdn en funcion de la dosis de inmundgeno aplica-
da. Esas relaciones indican que la estimacién de la
potencia de las vacunas puede hacerse siguiendo
los disefios comunes de los ensayos biolégicos u
otros que involucren desafio directo. Los niveles
de anticuerpos, aunque muestran correlacién signi-
ficativa con el estado inmunitario de los cerdos, no
presentan suficiente validez como para sustituir al
desafio directo en la estimacién de la potencia de
las vacunas.

INTRODUCCION

Si las pruebas biolégicas para la estimacion de la
potencia de las vacunas antiaftosa en cerdos siguen
los lineamientos generales de los ensayos biologi-
cos, debe existir una relacién directa entre ia dosis
de vacuna (estimulo) y la respuesta inmunitaria de
los cerdos (reactivos biolégicos). La respuesta se
presenta como una variable dicotomizada artificial-

lCentro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

mente en “proteccion’’ y ‘no proteccién’’, varian-
do la interpretacioén de los resultados segun el tipo
de desafio con virus aftoso, que constituye el ins-
trumento de medida de la inmunidad. Si el desafio
es por inoculacién de cierta cantidad de virus—ge-
neralmente en la banda coronaria o en el cojinete
plantar de un miembro posterior—, la aparicion de
cualquier lesién especifica en cualquier otro punto
es considerada como indicativa de no proteccién
(infeccion o generalizacion); cuando el desafio es
por exposicion al contacto con cerdos infectados
por inoculacion, cualquier animal que no presente
lesiones de fiebre aftosa es considerado protegido
o resistente. Un método alternativo para la estima-
cion de la potencia de las vacunas seria la determi-
nacién de los niveles de anticuerpos especificos
circulantes por medio de técnicas de seroneutra-
lizacién.

Los resultados de la vacunacion del cerdo han
variado desde los muy pobres, como los obtenidos
con algunas vacunas adsorbidas con hidréxido de
aluminio—coadyuvadas o no con saponina—(5, 27)
hasta los muy buenos producidos con vacunas con
adyuvante oleoso (3, 22, 25, 26) o DEAE-dextra-
no (30) o con dosis grandes de vacuna con hidroxi-
do de aluminio-saponina (70). Algunas comunica-
ciones afirman gue no hay correlacién entre el es-
tado inmunitario de los cerdos y los niveles de an-
ticuerpos séricos que presentan en el momento del
desafio (9, 78, 29, 30). Por otra parte, Lucam
et al. (21) afirman que las lesiones presentadas por
los cerdos vacunados fuera del sitio de inoculacién
serian debidas a reinfecciones o reinoculaciones a
través de la piel como consecuencia del manipuleo
durante las observaciones; estos autores las llaman
“lesiones primarias de reinoculacion” y no las con-
sideran como secundarias o de generalizacion. Ba-
sado en la discordancia entre los niveles de anti-
cuerpos y la inmunidad en cerdos convalecientes
inoculados con el virus homoélogo, Gomes (76)
sugiere la sustitucién de las pruebas de desafio
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directo por la determinacion de los niveles de anti-
cuerpos circulantes para la estimacion de la poten-
cia de las vacunas. Otras experiencias (2, 3, 10, 25,
26) indican, por el contrario, que la respuesta in-
munoldgica de los cerdos vacunados estd en fun-
cion de la cantidad y calidad de! inmunodgeno y
que los niveles de anticuerpos estan relacionados
con la proteccion. Algunos autores sugieren, toda-
via, que vacunas coadyuvadas con aceites, que con-
tengan una buena cantidad de inmunégeno, debe-
rian inmunizar mejor y por mas tiempo que la pro-
pia infeccion con virus aftoso (4, 23).

En 1966, Cowan y Graves (8) comunicaron la
existencia de un antigeno asociado a la infeccion
viral (VIA) que inducia la formacion de anticuer-
pos especificas en animales infectados. McVicar y
Sutmoller (24) resaltaron la utilidad potencial de
la investigacion de anticuerpos antiVIA para sero-
epidemiologia y Alonso Fernandez et a/. (1) usa-
ron la deteccion de esos anticuerpos para estimar
la exposicion a la fiebre aftosa del ganado bovino.
Gomes et al. (17) comunicaron que los cerdos va-
cunados que estaban protegidos frente al desafio
por contacto presentaban menor porcentaje de
presencia de anticuerpos antiVIA que los que no
estaban protegidos. Sin embargo, el tipo de rela-
cién entre vacunacidon y presencia de sueros VIA
positivos (VIA+) luego del desafio no ha sido estu-
diada.

Este trabajo presenta el analisis estadistico de
algunos resultados experimentales de vacunacion
de cerdos contra la fiebre aftosa (2, 3, 5, 10, 17,
20, 25, 26) siguiendo el modelo teérico delineado
en la Fig. 1. Ese modelo implica: a) una relacion
directa entre la dosis de vacuna y la proteccion al
desafio, b) una relacion indirecta entre la dosis de
vacuna vy la infeccién consecuente al desafio vy, c)
una relacion directa entre la dosis de vacuna y los
niveles de anticuerpos circulantes.

MATERIALES Y METODOS

El sustrato principal de este andlisis es el conte-
nido en los Cuadros 3 y 4 del trabajo de Gomes
et al. (17). La metodologia para el calculo de la
potencia de las vacunas y de la estimacion de fos
parametros de las regresiones dosis/efecto es ia in-
dicada por Finney (74, 15) para el anélisis de

ESTIMULO (dosis vacuna = D)

L

Proteccién Infeccion Anticuerpos
P) (VIA) (Ac)
DKP DR VIA D6l Ac

P VIA Ac
/D D D

FIGURA 1. Modelo tebrico de Ias relaciones dosis/res-
puesta producidas por la vacunacién antiaftosa en el cerdo

probit. Las transformaciones usadas fueron: x =log
dosis de vacuna expresada en unidades fijadoras de
complemento (UFC) (3, 77%) en nanGgramos de
virus (25, 26) o en mililitros (710); Y = prébit por-
centaje de protegidos o de VIA+. Para el andlisis
dosis/nivel de anticuerpos, posible sélo con los da-
tos de Gomes et al. (17) se usé6 x = log UFC e
Y = log dosis neutralizante 50% (DN ) de los sue-
ros individuales determinados por la microtécnica
de seroneutralizaciobn descrita por Ferreira (713).
Para el andlisis de variancia de la regresion dosis/ni-
vel de anticuerpos se us6 la metodologia encontra-
da en Ostle (27).

RESULTADOS

Relacion dosis/protecciéon

Un andlisis preliminar mostré que la potencia
de las dos vacunas usadas en el experimento de
Gomes et al. (17) no diferia significativamente
(p = 0,1028...) y que sus coeficientes de regresion

2La dosis en UFC fue calculada con base en los datos
del Cuadro 1 de ia Ref. 17.
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eran practicamente paraielos {p = 0,1687...) justifi-
cando la acumulacion de los resultados correspon-
dientes a cada dosis (Cuadro 1).

CUADRO 1. Distribucién de la proteccién segin la
dosis de antigeno en cerdos desafiados por contacto
a los 30 dras posvacunacién®

Dosis Vacuna Vacuna Total
(UFCP 1 2 (142)
30,0 8/8¢ 7/7 15/16
10,0 7/8 5/8 12/16
33 2/8 7/8 9/16
1.1 1/6 2/6 3/12

DPso (UFC) 4,13 154 2,91

L. inf. 2,41 0,37 1,70

L. sup. 7.08 6,44 4,98

a 3,43 4,78 4,19

b 2,55 1,16 1,75
Y2 gf) 1,787 4816 1,293

?Tomado de Gomes et al. (17).
bUnidades fijadoras de complemento.
CProtegidos/total.

La Fig. 2 muestra la regresién dosis/efecto de
los resuitados acumulados. El andlisis de variancia
para el paralelismo de las pendientes individuales
dio una suma de cuadrados x? = 2,077 que, con 1
grado de libertad (gl) no es significativo; tampoco
resultd significativa la suma de cuadrados debida a
la heterogeneidad entre los valores experimentales

y los esperados segun las regresiones, que dio
x2 = 6,604 con 3 gl. Los resultados se ajustaron
bien al modelo correspondiente propuesto en la
Fig. 1.

Prébits % proteccion

0 ! o
log unidades fijadoras de complemento
FIGURA 2. Relacién dosis de antigeno/proteccion en
cerdos a los 30 dias posvacunacién. Resultados acumula-
dos por dosis de las Vacunas 1y 2 (17).
¥ =4,19+175x, X°(2g!)=1,203.

Los resultados de los andlisis de las otras prue-
bas estén consignados en el Cuadro 2 y en el Cua-
dro 3 se muestra el andlisis de variancia de las pen-
dientes y la heterogeneidad. Puede observarse que,

CUADRO 2. Comparacién y andlisis de las pendientes de regresién dosis/respuesta
de ocho pruebas de potencia de vacunas antiaftosa en cerdos

Virus Vacuna DES50% Unidades Regresion v gl Ref,
ca DEAE-D 10,98 UFct Y =3,516 +1,426x 0,804 2 (3)
AZ O—EP 209,41 ngr Y =0,643 +2,431x 0,697 1 (25)
0, O—-ED 413 UFct Y =3,431+2547x 1,787 2 (17
0, 0-ED 1,54 UFC® Y =4,781 +1,165x 4817 2 (17
Aygy O-ED 13,49 ngr Y =1,390 + 3,194x 0,058 3 26}
Asia 1 O—ED 5,36 ngr Y =3,456+2,119x 1,404 3 26}
SAT 2 O-ED 6.96 ngr Y =4,076 +1,096x 6,846 3 (26)
c? HA 2,39 mi Y =4,139 +2,274x 1,278 2 (10}

3Sin especificacién de subtipo. bynidades fijadoras de complemento: técnica del AV RI, Pirbright, Reino Unido. €Uni-

dades fijadoras de complemento: técnica del CPFA.

DEAE-D = dietilaminoetil dextrano; O-EP = oleosa, emulsion primaria; O-ED = oleosa, emulsién doble; HA = hidroxido

de aluminio; ngr = nandégramos.
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a pesar de que los valores de las pendientes varian
desde 1,096 a 3,194, las diferencias no son signifi-
cativas dando x2 = 8,757 con 7 gl. Todas las pen-
dientes fueron significativamente diferentes de ce-
ro {p < 0,05).

CUADRO 3. Andlisis de los componentes de X
de las regresiones de ocho pruebas de potencia
de vacunas antiaftosa en cerdos

Componente gl )8 Significacién
Heterogeneidad " 17,691 0,098033...
Paralelismo 7 8,757 0,270576...

Total 18 26,448 0,089947...

Relacién dosis/infeccion

Como criterio de infeccion se tomé la positivi-
dad al VIA de los sueros obtenidos a los 15 dias
posexposicion. Se consideré que la negatividad de
los sueros indicaba la ausencia de infeccion o una
infeccidn local y pasajera incapaz de inducir la for-
macién de anticuerpos en cantidades detectables.
El Cuadro 4 muestra la distribucidbn de sueros
VIA+ y VIA- segin la dosis de inmunogeno, la
dosis que permiti6 la presencia de 50% de VIA+y
los parametros de las regresiones correspondientes
a cada vacuna y a la acumulacién de resultados por
dosis.

CUADRO 4. Distribucién de cerdos VIA(+) y VIA(—)
segun dosis de antigeno?

Dosis Vacuna Vacuna Total
{UFC)P 1 2 (142)
30,0 0/8¢ 0/7 0/1%
10,0 3/7 4/8 7/15
3,3 5/8 3/8 8/16
1,1 3/4 a4/6 7/10
DPsqo (UFC) 46 29 3,7
L. inf. 9,7 89 7.1
L. sup. 3.1 3.4 43
a 6,16 5,53 5,80
b -1,74 -1,15 -1,40
(24l 1872 3,444 4,802

9Tomado de Gomes et al. (17).
bynidades fijadoras de compilemento.
ENC VIA(+)/NO total.

En la Fig. 3 se representa la regresion correspon-
diente a los resultados acumulados y sus respecti-
vos Iimites para 95% de confianza. Esta linea se
ajusta bien al modelo correspondiente de la Fig. 1.
El analisis de variancia mostré que el alejamiento
de la linearidad no era significativo (p > 0,3); el
coeficiente de regresion b = -1,4 era significativa-
mente diferente de cero (p < 0,025).

Probits % VIA(+)

- - + ,
log unidades fijadoras de complemento

FIGURA 3. Relacién dosis de antigeno/VIA(+}) a los 15
dias posdesafio en cerdos. Resultados acumulados por do-
sis de las Vacunas 1y 2 (17).

Y =580 —1,40x, *(2gl) =4802.

El Cuadro 5 presenta la distribucion de cerdos
VIA+ y VIA— seqin su estado de proteccién. E|
coeficiente de concordancia ¢ = -0,70 es significa-
tivo a p < 0,001, indicando una fuerte correlacién
negativa entre proteccidn y presencia de anticuer-
pos antiVIA. Este dato adicional confirma el ajuste
de los resultados al modelo tedrico correspondien-
te (Fig. 1).

Relacién dosis/niveles de anticuerpos

La correlacién dosis {log UFC)/niveles de anti-
cuerpos fue analizada para cada vacuna particular.
Para los valores originales de Gomes et a/. (Ref. 77,
cuadros 3 y 4) las pendientes de la regresiones 1og
UFC/DN;, de las Vacunas 1y 2 diferian significa-
tivamente entre ellas | b, — b, | = 0,882, t=9,91
{(p < 0,001) aunque ambas resultaron positivas y
diferentes de cero. La gran proporcion de valores
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indeterminados (iguales o mayores que) correspon-
dientes a las dosis mds altas de la Vacuna 2 produ-
jo un marcado alejamiento del modeio lineal:
F(2,25) = 6,06 {p < 0,001) mientras que las DN,
<1,2 producidas por ia dosis menor de la Vacuna
1 no produjeron una falta de ajuste significativa
{p > 0,6). Luego de expurgar todos los valores in-
determinados, lo que significé no considerar nin-
gun valor de la dosis menor de la Vacuna 1 ni
aquellos de la dosis mayor de la Vacuna 2, las pen-
dientes para ambas vacunas resultaron casi parale-
las b, — b,| =0,211, t=0,17 y su alejamiento de
la linearidad dejo de ser significativo.

CUADRO 5. Distribucién de cerdos VIA(+) y VIA(—)
segun estado de proteccién?

Protegidos
VIA Si No Total
{(+) 6 16 22
(=) 32 2 34
Total 38 18 56

= -0,70, x =2438 (p <0,001).
Proteccién % = 67,9,
VIA(—) % =60,7.
t =1,26 (p > 0,1).

3Tomado de Gomes et al. (17).

En el Cuadro 6 se presentan las medias expurga-
das de valores indeterminados y el andlisis de va-
riancia de los datos agrupados. Como puede verse,
la relacion de variancia de falta de ajuste a la linea-
ridad no es significativa. La Fig. 4 muestra las re-
gresiones lineares para cada vacuna, calculadas des-
pués de la expurgacion de los valores indetermina-
dos, que estan indicados con flechas.

La correlacion entre titulos de anticuerpos y
proteccién a la exposicion también fue analizada.
Esa correlacion, Thp = 0,63,t=4,73 con 57 gl, es
altamente significativa aungue la distribucién de
proteccién sea algo irregular, como puede verse en
en el Cuadro 7. El Cuadro 8 muestra la sensibilidad
y especificidad de varios valores tamiz de DN;,
para la clasificacion de los cerdos en protegidos y
no protegidos. El valor gue muestra mejor equili-
brio es DNso = 2,6, al cual corresponde una sensi-
bilidad de 79,5% vy una especificidad de 75,0%.

CUADRO 6. Andlisis de la regresion
dosis de ant/geno/nivel de anticuerpos en cerdos
30 DPV contra la fiebre aftosa

Dosis Vacunas
(UFC) 1 2
30,0 3,20%0,24 > 3,50
10,0 2,64 £0,55 3,20%0,12
3.3 1,95 +0,35 2,96 £0,34
1,1 <1,2 2,17 £0,33
a = 1,247 2,213
b= 1,314 1,103

by —by| = 0,211, t =0,17 (no significativos)

Anélisis de variancia

Fuente de Suma de Cuadrados

variacion gl cuadrados medios R.V.
Total 41 17,3848 - -
Regresién 1 5,0805 5,0805 16,879
Ajuste 2 0,381 0,0691 022
Error 38 12,1662 0,3202 -
ap <,001

bno significativo.
R.V. = Relacién de variancia.

log titulo sueros (DNgg)

o 1 2
log UFC
FIGURA 4. Regresion dosis de antigeno/niveles de anti-

cuerpos en cerdos 30 DPV. — =Vacuna 1, — — =Vacu-
na 2. Las flechas indican valores indeterminados.
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CUADRO 7. Distribucion de la proteccién segun
nivel de anticuerpos en cerdos a los
30 dias posvacunacién antiaftosa®
—log Proteccién
DNsg Si No Total
<1,2 0 7 7
12 -17 3 1 4
18-23 5 4 9
24-29 5 5 10
3.0+ 26 3 29
Total 39 20 59
r(bp) =0,53, t(57) =4,73 (p<,001).

4Tomado de Gomes et af, (17),

CUADRO 8. Sensibilidad v especificidad de algunos
valores de seroneutralizacién para la indicacién de
cerdos segun proteccién

Porcentajes

Valor Sensibilidad Especificidad
1.8 92,3 40,0
23 81,6 60,0
26 79,5 75,0
3,0 66,7 85,0
DISCUSION

El andlisis estadistico de los resultados de Go-
mes et al. (17) muestra que hay relaciones signifi-
cativas entre las variables consideradas y que pro-
teccién, infeccion y niveles de anticuerpos se ajus-
tan bien a los modelos tedricos esquematizados en
la Fig. 1. De estos analisis y de los realizados con
datos encontrados en otras publicaciones, surgen
algunos comentarios:

1. La proteccion en cerdos vacunados, cualquiera
que sea el método de desafio (contacto o inocula-
cion) aparece como una variable dependiente de |a
dosis de inmunageno administrada; esta dependen-
cia muestra que es posible efectuar pruebas de con-
trol de vacunas antiaftosa siguiendo disefios experi-
mentales basados en el desafio directo con virus
{dosis protectora 50% u otros). Ademds, la res-
puesta aparece como independiente del tipo de co-

adyuvante de la vacuna siempre que el disefio cum-
pla con requisitos minimos para el andlisis de los
ensayos biologicos, como ser Ia utilizacion de dosis
que produzcan resuitados cercanos al 100% y Otras
cercanos al 0%. Entre los 8 resultados publicados
que pudieron ser analizados {(Cuadro 2) se encuen-
tran vacunas de hidréxido de aluminio-saponina
(10), dietilaminoetil dextrano (3), coadyuvante
oleoso en emulsion primaria (25} y en emulsién
doble (26) —todas con desafio por inoculacién— y
emulsién doble (77) desafiadas por contacto. La
hipotesis de Lucam et a/. {27) de que en el cerdo
sé encontrarian muchas lesiones "primarias de re-
inoculaciéon” no tendria base y esas lesiones, cual-
quiera fuera su origen, deberian interpretarse co-
mo que las vacunas empleadas, como los propios
autores lo sugieren, serian de baja eficacia para el
cerdo. También Burrows (7) encontré que las va-
cunas experimentadas por é! no ofrecian buenos
resuttados y observé que, a pesar de que la mayo-
ria de las lesiones de generalizacién aparecian en
los cerdos vacunados en el segundo y tercer dias
posdesafio, todavia era dable observar nuevas le-
siones hasta el cuarto Y quinto dias, siendo éstas,
generalmente, de cardcter leve. Esta descripcion
coincide con la de Lucam et a/, (21).

E! andlisis de los coeficientes de regresiébn do-
sis/proteccién de los resultados de Durand et a/,
(10), Anderson et al/, {3), Morgan er a/. (25) y
Gomes et al. (17) bajo la hip6tesis de una pendien-
te coman b = 1,61, calculada con las sumas totales
de cuadrados ponderados, mustréd que las pendien-
tes individuales no diferfan significativamente de
ella, ni tampoco entre si; el valor de x* = 8,351
con 7 gl encontrado para verificar la hip6tesis de
paralelismo no es significativo. Este resultado no
es sorprendente dado el pequefio nimero de ani-
males usados en cada prueba. La variancia de la
pendiente, V(b) = 1/Znwx, es decir, la reciproca
de la suma ponderada de cuadrados de log dosis,
depende del numero de réplicas por dilucién (n) y
el numero de dosis que entran en |a prueba (k): co-
mo ambos nimeros son pequeiios (n <8 y k <5)
las variancias de fas pendientes son grandes para ca-
da prueba. Es posible que en ensayos con nimeros
mayores de animales por dosis, las pendientes para
cada tipo de vacuna, y adn de virus, puedan ser ca-
racterizadas.
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Aunque no es el proposito de este trabajo com-
parar la potencia de vacunas analizadas —lo que re-
sultaria imposible por la diversidad de unidades
usadas para expresar la dosis— es oportuno un bre-
ve comentario sobre la diferencia de potencia ex-
presada en nandgramos de virus encontrada entre
los resultados de Morgan et al. (25) y Mowat (26).
Este Gltimo sugiere que |la menor potencia mostra-
da por el inmundgeno de Morgan et a/. podria ser
debida al almacenamiento por mds de 9 meses. Sin
embargo, ta diferencia en la cantidad de virus usa-
da en el desafio puede haber tenido alguna influen-
cia. Mientras que Mowat desafié sus vacunas con
100 dosis infectantes/cerdo, Morgan et a/. emplea-
ron 40000 dosis infectantes/raton lactante. La re-
lacion es de alrededor de 1/400 y puede haber in-
fluido en los resultados porque el cerdo muestra
una clara relaciéon dosis/respuesta con respecto a la
cantidad de virus inoculada lo gue permite la titu-
lacién de virus en esa especie. En este aspecto son
concluyentes los trabajos de Graves y Cunliffe
(18), Burrows (5, 6, 7) y Thomas et al. {28) en cer-
dos susceptibles y los de Fédida et al. {72) en cer-
dos vacunados. Estos Ultimos autores presentan ta-
blas de resuttados cuyo analisis muestra pendientes
dosis/efecto significativas, tanto en cerdos suscep-
tibles como en vacunados {p < 0,01). El significa-
do de estos hechos deberia ser considerado en el
disefio de las pruebas de potencia de vacunas anti-
aftosa en cerdos, sea con fines experimentales o de
control oficial, para evitar la introduccion de varia-
ciones no controlables a las inherentes a las propias
pruebas.

2. La distribucion de cerdos con sueros VIA+ a
los 15 dias posdesafio mostrd una clara dependen-
cia con respecto a la dosis de vacuna. En ese caso, la
relacion dosis/respuesta, al ajustarse al modelo pre-
visto, indicé que la vacunacion protegié a los ani-
males contra la aparicion de lesiones clinicas pero,
ademas, evitd la aparicién de infecciones suficien-
temente extensas y duraderas como para inducir la
produccion de anticuerpos antiVIA en cantidades
detectables. Este hecho esta en concordancia con
los resultados experimentales de de Leeuw et al.
(79, 20) que indicaron que cerdos vacunados desa-
fiados por inoculaciéon en aislamientos individua-
les, mostraban correlacién entre la cantidad de vi-
rus recogido en |a cavidad oral con el nivel de anti-

cuerpos inducidos por la vacuna y el puntaje de le-
siones.

Cuando las respuestas pareadas de proteccién y
VIA+ fueron analizadas se encontrd un coeficiente
de concordancia® = -0,70 (x* =24,38, p < 0,001)
indicando que ambas variables estaban inversamen-
te correlacionadas. Es de notar también, que los
valores correspondientes a las dosis efectivas para
proteccion y VIA+ de las vacunas individuales y de
los resultados acumulados son muy similares, co-
mo también lo son las pendientes respectivas, en
valores absolutos, independientemente del signo
(Cuadros 1y 4).

3. Los niveles de anticuerpos circulantes, al mis-
mo tiempo que estan correlacionados con la dosis
de vacuna, lo estan con la proteccion (Cuadro7) de
acuerdo con los trabajos de otros autores (3, 5, 7,
19, 26). Este hecho estaba implicito en el modelo
correspondiente de la Fig. 1. A pesar de esa buena
correlacion, la validez de la seroneutralizacion para
la clasificacién de cerdos en protegidos y no prote-
gidos no es suficientemente buena porque su sen-
sibilidad y su especificidad no son satisfactorias,
por lo menos en lo que respecta a la técnica em-
pieada en el trabajo de Gomes et al. (77). Toman-
do DN;, = 2,3 como valor tamiz, la sensibilidad,
es decir el porcentaje clasificado como positivo
cuando realmente lo era, es de 81,6% y la espe-
cificidad —porcentaje clasificado correctamente
como negativos— es de 60% o que significa que un
40% de los cerdos hubieian sido clasificados como
protegidos por la seroneucralizacion mientras que
no hubieran estado protegidos frente a la exposi-
cién. Si el valor de tamiz es Ilevado a DN = 2,6,
la sensibilidad queda en 79,5% mientras que la es-
pecificidad mejora, situandose alrededor del 75%
(Cuadro 8). Esos porcentajes de sensibilidad y es-
pecificidad son comparables con fos que se obtie-
nen analizando los datos presentados por Burrows
(5) con el método de inhibicibn metabdlica y por
de Leeuw et a/. (79) con una prueba de reduccion
de placas. Para los datos de Burrows, con un valor
DNgo = 1,4, la sensibilidad es de 72,7% y la espe-
cificidad del 93,5%, mientras que para DNs o = 1,7
la sensibilidad cae a 40% vy la especificidad llega a
100%. El andlisis de los datos de de Leeuw et al.
(719) muestra que existe una buena correlacién
entre proteccion y niveles de anticuerpos; esa
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correlacion es altamente significativa para los cer-
dos desafiados por inoculacion, bp = 0,69, t =5,48
con 33 gl y para los desafiados por contacto es
apenas significativa al nivel del 5%: r,, = 0,35,
t = 2,15 con 33 gi. En cuanto a la sensibilidad y la
especificidad, los porcentajes obtenidos en las
pruebas por inoculacion también son mejores que
los correspondientes a los de contacto: sensibilidad
84 y 73% respectivamente y especificidad 88 y
58%, tomando un valor de separacion DNso = 1,6
Para los resuitados de inoculacion y contacto, acu-
mulados, la sensibilidad se ubica en 80% vy la espe-
cificidad en 70%.

La correlacion niveles de anticuerpos/protec-
cién, aungque no sea suficientemente valida para
sustituir al desafio directo en las pruebas de poten-
cia de vacunas antiaftosa —porque, finalmente, los
anticuerpos circulantes son solamente un aspecto
parcial de la inmunidad, como lo sefialara Cunliffe
(9) y la presencia de anticuerpos no siempre signi-
fica inmunidad (77)— puede constituir una herra-
mienta de importancia en seroepidemiologia una
vez que sus errores de clasificacion y otras limita-
ciones sean mejor conocidos.

4. Las relaciones dosis/respuesta analizadas en
este trabajo muestran que los cerdos se ajustan
a las condiciones generales requeridas por los en-
sayos biologicos para la estimacion de potencia
de productos con actividad biolégica. Por tanto,
deberia disefiarse una metodologia de control
de vacunas para esa especie basada en la protec-
cion al desafio directo para satisfacer condicio-
nes minimas de calidad.
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ANALYSIS OF THE DOSE/RESPONSE RELATIONSHIP
IN FOOT-AND-MOUTH DISEASE VACCINATION OF PIGS

J. A. Obiaga'; A. Alonso Fernandez'

SUMMARY

Based on first-order models for vaccine dose/
immunological response relationships, a series of
foot-and-mouth disease (FMD) vaccine assays in
pigs were anatyzed in terms of protection against
challenge, levels of circulating antibodies contem-
poraneous to challenge, and presence of VIA anti-
bodies at 15 days post challenge. According to the
models, the first two dose/response relationships
would show positive siopes, whereas the last one
would be negative. Statistical analysis confirmed
the expected results, showing that it is possible to
immunize pigs against FMD using good-quality
vaccines, and that protection against challenge,
presence of VIA antibodies and levels of specific
circulating antibodies are functions of the dose of
immunogen applied. These relationships indicate
that vaccine potency can be estimated by means of
the common biological assays or others that in-
volve direct challenge. The antibody levels, al-
though they show a significant correlation with
the immune status of pigs, do not present suf-
ficient validity to replace direct chalienge in
estimating potency.

INTRODUCTION

If the biological assays for estimating the po-
tency of foot-and-mouth disease (FMD) vaccines
in pigs follow the general features of biological
assays, a direct relationship should exist between
the vaccine dose {stimulus) and the pigs’ immune
response (biological reagents). The response is
presented as a variable artificially classed as
“protected”” and “‘unprotected”’; the interpretation
varies according to the type of FMD virus chal-

'pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

lenge, which comprises the instrument for im-
munity measurement. If the challenge is by in-
oculation of a certain quantity of virus—generally
in the coronary band or in the heel bulb of a hind
hoof—the appearance of any specific lesions else-
where is considered as indicating an “‘unprotected’’
status (infection or generalization). When the chal-
lenge is by exposure through contact with pigs
previously infected by inoculation, any animal not
exhibiting FMD lesions is considered protected or
resistant. An alternative method of estimating vac-
cine potency would be by determining the spe-
cific circulating antibody leveis by means of serum
neutralization techniques.

The results of pig vaccinations have ranged
from very poor, like those obtained with some
aluminum hydroxide adsorbed vaccines—saponin
coadjuvanted or not—(5, 27) to very good, pro-
duced with mineral oil-adjuvanted vaccines (3, 22,
25, 26) or DEAE-Dextran (30), or with large doses
of aluminum-hydroxide saponin vaccine (10).
Some reports state that ithere is no correlation be-
tween the pigs’ immune status and their serum
antibody levels when challenged (9, 78, 29, 30).
Conversely, Lucam et al. (£7) state that the lesions
exhibited by vaccinated pigs in places other than
the point of inorulation would be due to reinfec-
tion or reinoculation through the skin as a conse-
quence of handling during observation; these
authors call them “‘primary reinoculation lesions”
and do not consider them as either secondary or
generalization lesions. Based on the discrepancy
between antibody levels and immunity in con-
valescent pigs inoculated with the homologous
virus, Gomes (76) suggests that determination of
the circulating antibody levels could replace the
direct challenge test as a means of vaccine potency
estimation. On the other hand, other experiments
{2, 3, 10, 25, 26) indicate that the vaccinated pigs’
immunological response is a function of the quan-
tity and quality of the immunogen, and that
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there is a correlation between antibody levels and
protection. Other authors even suggest that oil-ad-
juvanted vaccines containing an appreciable quan-
tity of immunogen should provide better and
longer-lasting immunization than through infec-
tion with FMD virus (4, 23).

In 1966, Cowan and Graves (8) reported the
existence of a virus-infection-associated (VIA)
antigen that induced the formation of specific
antibodies in infected animals. McVicar and
Sutmoller (24) emphasized the potential useful-
ness of VIA antibodies research for serological
epidemiology. Alonso Fernandez et al. (1) used
the detection of these antibodies to estimate cattle
exposure to FMD. Gomes et al. (17) reported that
vaccinated pigs that were protected against chal-
tenge by contact showed a lower percentage of VIA
antibodies than unprotected pigs. However, the
type of relationship between vaccination and pre-
sence of pisitive VIA sera (VIA+) immediately
after challenge has not been studied.

This work presents the statistical analysis of
several experimental results of pig vaccination
against FMD (2, 3, 5, 10, 17, 20, 25, 26), follow-
ing the theoretical model outlined in Figure 1.

Stimulus (vaccine dose = D)

IR

Protection Infection Antibodies
(P) (VIA) (Ab)
I
D4tP D& VIA D& Ab
l | l
P VIA Ab
’ /D , D D

FIGURE 1. Theoretical mode! of dose/response relation-
ships produced by FMD vaccination in pigs.

The model implies: (a) a direct relationship be-
tween vaccine dose and protection against chal-
lenge; (b) an indirect relationship between vaccine
dose and infection after chalienge, and; (c) a direct
relationship between vaccine dose and levels of
circulating antibodies.

MATERIALS AND METHODS

The main substratum of this analysis is the
content of Tables 3 and 4 of the work by Gomes
et al. (17). The methodology for calculating the
vaccines’ potency and estimating the parameters of
the dose/effect regression is as indicated by Finney
(74, 15) for the probit analysis. The transforma-
tions used were: x = log vaccine dose expressed in
complement fixing units (CFU)} (3, 77%) in virus
nanograms (25, 26) or in milliliters (70);Y = probit
percentage of protected or VIA+. For the dose/
antibody level study, with the data presented by
Gomes et al. (17), the following was used: x = log
CFU and Y = log neutralizing dose 50% {ND¢ ) of
the individual sera determined through the micro-
titer neutralization test described by Ferreira (73).
The methodology proposed by Ostle (27) was
utilized for the analysis of variance of the dose/
antibody level regression.

RESULTS

Dose/protection relationship

A preliminary analysis showed that the potency
of the two vaccines used in the experiment by
Gomes et al. (/7) did not differ significantly
(p = 0.1028 ...) and that the coefficients of regres-
sion were practically parallel (p= 0.1687...), which
justified the pooling of the results corresponding
to each dose (Table 1).

Figure 2 iliustrates the dose/response regression
of the pooled resuits. The variance analysis for the
parallelism of the individual slopes yielded a sum
of squares )(2 = 2.077 which, with one degree of
freedom (df), is not significant; likewise, the sum
of squares (x> = 6.604 with 3 df) due to the
heterogeneity between the experimental values

2Calculation of the CFU dose was based on the data in
Table 1, Reference 77.
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and those forecast according to the regressions was
not significant either. The results fitted well to the
corresponding model proposed in Figure 1.

TABLE 1. Distribution of protection according to
antigen dose in pigs challenged by contact
at 30 days post-vaccination?

Dose Vaccine Vaccine Total
([CFUW 1 2 (1+2)
30.0 8/8¢ 717 15/15
10.0 7/8 5/8 12/16
33 2/8 7/8 9/16
1.1 1/6 2/6 3/12
PDsg (CFU) 4.13 1.64 2.9
L.ower limit 2.41 0.37 1.70
Upper limit 7.08 6.44 4.98
a 3.43 4,78 4.19
b 2,55 1.16 1.75
¥ (2df.) 1.787 4816 1.293
3Taken from Gomes et al, {17).
bComplement fixing units.
CProtection/total.
74
c 6
0
5
Q
g
&
=
2
£
2
a 7]
34
0 ) 1 T 2

log complement fixing units

FIGURE 2. Antigen dose/protection relationship in pigs
at 30 days post vaccination. Cumulative results per dose
of Vaccines 1 and 2 (17).

Y = 419 +1.75x, X (2 d.f.) =1.293.

The results of the analyses of the other assays
are given in Table 2; the slope variance comparison
and heterogeneity are shown in Table 3. {t can be
observed that although the values of the slopes
vary from 1.096 to 3.194, the differences are not
significant and yield x> = 8.757 with 7 df. Ali the
slopes differed significantly from zero (p < 0.05).

Dose/infection relationship

As a criterion of infection the positivity of sera
to the VIA antigen at 15 days post exposure was
taken, The negativity of the sera was considered
as indicating either the absence of infection or a
local, transient infection incapable of inducing the
formation of detectable quantities of antibodies.
Table 4 shows the distribution of VIA+ and VIA—
sera according to the immunogen dose, the vaccine
dose that permitted the presence of 50% V{A+ and
the regression parameters corresponding to each
vaccine and to the per-dose pooled results.

Figure 3 illustrates the regression corresponding
to the cumulative results and their respective limits
for 95% reliability. This line fits well into the
corresponding model in Figure 1. The variance
analysis showed that the departure from linearity
was not significant (p > 0.3), whereas the coef-
ficient of regression b = -1.4 differed significantly
from zero (p < 0.025).

Probits % VIA(+)

L] v Al 1
log complement fixing units

FIGURE 3. Antigen dose/VIA(+) relationship at 15 days

post challenge in pigs. Cumulative results per dose of Vac-
cines 1 and 2 (17).
Y = 5.80 — 1.40x, )2 (2 d.f.) = 4.802.
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TABLE 2. Comparison and analysis of dose/response regression slopes
in eight potency tests of FMD vaccines in pigs
Virus Vaccine ED50% Units Regression )@ d.f. Ref.
c? DEAE-D 10.98 CFub Y =3.516+1.426x 0.804 2 3}
Al O-PE 209.41 ngr Y =0.643 +2.431x 0.697 1 (25)
0, O-DE 4.13 CFUC¢ Y =3.431+2547x 1.787 2 (17)
0, O-DE 1.54 CFU°® Y =4.781 +1.165x 4817 2 (17)
Ass O-DE 13.49 ngr Y =1.390 +3.194x 0.058 3 (26)
Asia 1 O-DE 5.36 ngr Y =3.456 +2.119x 1.404 3 (26)
SAT 2 O--DE 6.96 ngr Y =4.076 +1.096x 6.846 3 (26)
cé AH 2.39 ml Y =4.139 +2.274x 1.278 2 (10)

4Subtype not indicated.
bComplement fixing units; AVRI technique, Pirbright, United Kingdom,
€Complement fixing units; PAFMDC technique.

DEAE-D = Diethylaminoethyl-Dextran; O-PE = oil, primary emulsion; O-DE =

hydroxide; ngr = nanograms.

TABLE 3. Analysis of the regression X2 components
of eight potency tests of FMD vaccines in pigs

Component d.f. X Significance
Heterogeneity 11 17.691 0.098033...
Paralletism 7 8.757 0.270576...

Total 18 26.448 0.089947...

TABLE 4, Distribution of VIA {+) and VIA(—) pigs
according to antigen dose®

Dose Vaccine Vaccine Total
(CFUY 1 2 {(142)
30.0 0/8¢ 0/7 0/15
10.0 3/7 4/8 7115
3.3 5/8 3/8 8/16
1.1 3/4 4/6 7/10
PDsg (CFU) 46 2.9 3.7
Lower limit 9.7 8.9 71
Upper limit 3.1 3.4 4.3
a 6.16 5.53 5.80
b -1.74 -1.15 -1.40
X(2d.f) 1.872 3.444 4.802

4Taken from Gomes et a/. (17).
bComplement fixing units.
®No. VIA(+)/No. total,

oil, double emulsion; AH = aluminum

Table 5 indicates the distribution of VIA+ and
VIA— pigs according to their immune status. The
coefficient of concordance = -0.70 is significant
at p < 0.001, indicating a strong negative correla-
tion between protection and presence of anti-
bodies to VIA antigen. This additional data con-
firms that the results fit the corresponding theoret-
ical model (Figure 1).

TABLE 5. Distribution of VIA(+) and VIA(—) pigs
according to protection®

Protection
VIA Yes No Total
(+) 6 16 22
-} 32 2 34
Total 38 18 56

=-0.70, x =24.38 (p <0.001).
Protection % =67.9.
VIA(-) % =60.7.
t =1.26 (p>0.1).

2Taken from Gomes et al, (17).

Dose/antibody level relationship
The dose (log CFU)/antibody levels correla-
tion was analyzed for each particular vaccine. For
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Gomes et al. original values (Ref. 77, Tables 3 and
4) the log CFU/NDs, regressions slopes of Vac-
cines 1 and 2 differed significantly between them-
selves [b, — b,| = 0.882,t= 9.91 (p < 0.001),
although both are positive and different from zero.
The large proportion of indeterminate values
(equal to or greater than) corresponding to the
highest doses of Vaccine 2 produced a marked de-
parture from the linear model: F(; 5y = 6.06
(p < 0.001) whereas the NDs, < 1.2 produced
by the lower dose of Vaccine 1 did not produce a
significant lack of fit (p > 0.6). After sorting out
all the indeterminate values, which meant dis-
regarding all Vaccine 1 lower dose values and all
Vaccine 2 higher dose values, the slopes for
both vaccines turned out to be almost parallel
b, — by| = 0.211, t = 0.17 and their departure
from linearity ceased to be significant.

Table 6 lists the expurgated means of indeter-
minate values and the analysis of the pooled data.
It can be seen that the ratio of variance for the
lack of fit to linearity is not significant. Figure 4
shows the linear regressions for each vaccine cal-
culated after expurgating the indeterminate values
(indicated by arrows).

TABLE 6. Analysis of regression
antigen dose/antibody levels in pigs

at 30 DPV against FMD
Dose Vaccines
{CFU) 1 2
30.0 3.20t0.24 >350
10.0 2.54 £0.55 3.20 £ 0.12
3.3 1.95 £0.35 296 * 0.34
1.1 <1.2 217 £ 0.33
a = 1.247 2.213
b= 1.314 1.103

by - byl =0.211, t =0.17 (notsignificant)

Analysis of variance

Source of Sum of Mean of

variation d.f. squares squares R.V.
Total 41 17.3848 - -
Regression 1 5.0805 5.0805 15.872
Fitof results 2 0.1381  0.0691 0.22b
Error 38 12.1662 0.3202 -
4y < .001. b oy significant.

R.V. = Ratio of variance,

log sera titer (NDgg)
w

~
1

v T

1 2
log CFU

FIGURE 4. Antigen dose/antibody levels regression in
pigs at 30 days post-vaccination.
— —= Vaccine 2. Indeterminate values are indicated by
arrows.

(=R

Vaccine 1,

The correlation between antibody titers and
protection to exposure was also studied. That
correlation ("bp = 053, t = 4.73 with 57 df) is
highly significant although, as seen in Table 7, the
distribution of protection is somewhat irregular.

TABLE 7. Distribution of protection according to
antibody levels in pigs at 30 DPV against FMD3

—log Protection
NDsq Yes No Total
<1.2 0 7 7
1.2-1.7 3 1 4
24-29 5 5 10
3.0+ 26 3 29
Total 39 20 59
Mop) =053, 1(s7) =4.73 (0 <.007).

4Taken from Gomes et al. (17).
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Table 8 illustrates the sensitivity and specificity
of several ND¢ o screening values for classifying the
pigs as either “‘protected” or ‘‘unprotected”.
NDso = 2.6 is the value showing the best equilib-
rium, corresponding to a sensitivity of 79.5% and a
specificity of 75.0%.

TABLE 8. Sensitivity and specificity of some values
of serum neutralization to indicate protected pigs

Percentages
Value Sensitivity Specificity
1.8 923 40.0
2.3 81.6 60.0
2.6 79.5 75.0
3.0 66.7 85.0
DISCUSSION

Statistical analysis of the results presented by
Gomes et al. (17) shows that there are significant
relationships among the variables considered, and
that protection, infection and antibody levels fit
well to the theoretical models shown in Figure 1.
Those analyses and others conducted with data
found in other publications lead to several obser-
vations:

1. Protection in vaccinated pigs, regardless of
the method of challenge employed {contact or in-
oculation), appears as a variable dependent on the
immunogen dose administered; this dependency
shows that it is possible to conduct FMD vaccine
control tests following experimental designs based
on direct virus challenge {50% protective dose or
others). Moreover, the response appears to be
independent of the type of vaccine coadjuvant
whenever the design complies with minimum re-
quirements for the analysis of the biological assays
such as the utilization of doses yielding results
close to 100% and others near 0%. The 8 published
results that were analyzed {Table 2) included the
following vaccines: aluminum hydroxide-saponin
(70), diethylaminoethyi dextran (3), primary
emulsion oil-adjuvanted (25) and double emulsion
(26} oil-adjuvanted vaccines—all with challenge by
inoculation—and double-emulsion vaccines (17)
challenged through contact. The assumption of

Lucam et al. (27) that many "primary reinocula-
tions’’ lesions would appear in the pig would be
baseless and such lesions, regardiess of their origin,
should be interpreted as being due to vaccines of
low efficacy for pigs, as the authors themselves sug-
gest. Burrows (7) also found that the vaccines he
tested did not yield good results and also observed
that although most of the generalization lesions
appeared in the vaccinated pigs on the second and
third days after challenge, new lesions could be
observed up to the fourth and fifth days post chal-
lenge. These new lesions were usually minor. This
description coincides with that reported by Lucam
etal. (217).

Analysis of the dose/response regression coef-
ficients in the results presented by Durand et a/.
{10), Anderson et al. (3), Morgan et al. (25) and
Gomes et al. (17), under the assumption of a com-
mon slope b = 1.61 calculated from the total sums
of weighted squares, showed that the individual
slopes did not differ significantly from it, nor
among themselves; the value of xz =8.351 with 7
df, found to verify the assumption of parallelism,
is not significant. Given the small number of ani-
mals used in each assay, this result is not surpris-
ing. The variance of the slope V(b) = 1/Znwx, i.e.,
the reciprocal of the weighted sum of squares of
x {log dose), depends on the number of replicates
per dose {n) and the number of doses in the assay
{k); because both figures are small (n < 8 and
k < 5), the slope variances are large for each assay.
It is possible that the slopes for each vaccine type,
and even each virus type, can be characterized in
assays with larger numbers of animals per dose.

Although the scope of this study is not to com-
pare the potency of vaccines analyzed—an impossi-
bility because of the diversity of units used to ex-
press a dose—a short comment is in order on the
potency difference expressed in virus nanograms
and found between the results reported by Morgan
et al. (25) and by Mowat (26). The latter suggests
that the lower potency shown by the Morgan et al.
immunogen could be due to its being stored for
more than 9 months. However, the difference in
the quantity of virus used in the challenge may
have had some influence; whereas Mowat chal-
lenged his pigs with 100 infective doses/pig,
Morgan et a/. used 40,000 infective doses/suckling
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mouse. The ratio is about 1/400 and may have in-
fluenced the results because pigs show a clear
dose/response relationship with respect to the
quantity of virus inoculated, which permits the
titration of virus in that species. The studies by
Graves and Cunliffe (78), Burrows (5, 6, 7) and
Thomas et a/. (28) on susceptible pigs, and those
by Fedida et a/. (72) on vaccinated pigs, are con-
ctusive in this respect. The latter authors present
Tables of results whose analysis reveals significant
dose/response slopes in both susceptible and vac-
cinated pigs {p < 0.01). The significance of these
facts should be considered in the design of FMD
vaccine potency tests in pigs, whether for experi-
mental or official control purposes, in order to
prevent adding uncontroliable variations to those
inherent in the tests themselves.

2. The distribution of pigs with VIA+ sera at 15
days post challenge indicated a clear dependency
on the vaccine dose. In that case, when the dose/
response relationship fitted the forecast model, it
indicated that the vaccine not only protected the
animals against the appearance of clinical lesions,
but also prevented the appearance of infections
that were long-lasting and extensive enough to
induce the production of detectable quantities of
VIA antibodies. This fact is in agreement with the
experimental results reported by de Leeuw et al.
(19, 20), who found that individually isolated vac-
cinated pigs challenged by inoculation showed a
correlation between the quantity of virus collected
in the oral cavity and the level of antibodies
induced by the vaccine and the score of lesions.

Analysis of the paired protection and ViA+
responses disclosed a coefficient of concordance
¢ =-0.70 x* = 24.38, p < 0.001), which indi-
cated that both variables were inversely correlated.
it is likewise noteworthy that the values corre-
sponding to the effective doses for protection and
VIA+ of the individual vaccines and of the pooled
results are very similar, as are the respective slopes,
in absolute values regardless of the sign (Tables 1
and 4).

3. As well as being correlated with the vaccine
dose, the circulating antibody levels are also posi-
tively correlated with protection (Table 7), accord-
ing to other authors (3, 5, 7, 19, 26). This fact was
implicit in the corresponding model in Figure 1. In

spite of that good correlation, the validity of
serum neutralization for classifying pigs in pro-
tected and unprotected categories is not good
enough because it lacks satisfactory sensitivity and
specificity, at least with respect to the technique
utilized in the study by Gomes et al. {17). Taking
ND;so = 2.3 as the screening value, the sensitivity
—the percentage of pigs classed as positive and ac-
tually protected—is 81.6%, while the specifificity
—the percentage correctly classed as negative—is
60%; this means that some 40% of the pigs would
have been classified as protected by serum neutral-
ization whereas they actually had not been pro-
tected. If the screening value is raised to NDg,
=2 2.6, the sensitivity remains at 79.5%, whereas
the specificity improves to about 75% (Table 8).
These sensitivity and specificity percentages are
comparable with those obtained from analyzing
the data presented by Burrows (5) with the meta-
bolic inhibition test and by de Leeuw et al. (19)
with a plaque reduction assay. For Burrows’ data,
a screening value of NDso, > 1.4 yields 72.7%
sensitivity and 93.5% specificity, while sensitivity
drops to 40% and specificity reaches 100% for
NDso =2 1.7. Analysis of the de Leeuw et al. (19)
data shows good correlation between protection
and antibody levels; that correlation is highly sig-
nificant for the pigs challenged by inoculation
(rpp = 0.69, t = 5.48 with 33 df), while for animals
challenged through contact it is only significant at
the 5% level ('bp = 0.35, t = 2.15, with 33 df).
With respect to sensitivity and specificity, the
percentages obtained in the inoculation assays are
also better than the contact values: sensitivity 84%
and 73% respectively, and specificity 88% and
58%, for NDso == 1.5 screening values. The pooled
inoculation and contact results are 80% sensitivity
and 70% specificity.

The antibody level/protection correlation, even
though not valid enough to substitute direct chal-
lenge in FMD potency tests—because, in the final
analysis, circulating antibodies are only a partial
aspect of immunity (as pointed out by Cunliffe {(9)
and the presence of antibodies does not always
mean immunity (77)—may nevertheless be an im-
portant tool in serological epidemiology once its
classification errors and other limitations are more
accurately known.
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4. The dose/response relationships analyzed
herein show that pigs fit the general conditions
required for biological assays for estimating
the potency of biologically active products.
Therefore, a vaccine control method designed
for that species should be based on direct chal-
lenge protection to satisfy minimum quality
conditions.
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CONSIDERACIONES SOBRE LA PROFILAXIS DE LA
FIEBRE AFTOSA EN LA ESPECIE PORCINA'

P. Augé de Mello?

Desde el trabajo (9) “¢ Qué se puede esperar en
lo relacionado con la vacunacion antiaftosa en cer-
dos?"’ presentado por el Prof. Lucam y colabora-
dores en la ““Reunion Anual del Grupo de |nvesti-
gacion’’ realizada en septiembre de 1966 en Pir-
bright, Inglaterra, la inmunoprofilaxis de la fiebre
aftosa en el cerdo ha realizado un considerable
progreso.

En su presentacion, el Prof. Lucam dejo bien
claro que las vacunas contra la fiebre aftosa pro-
ducidas en Francia, de eficacia comprobada para
la especie bovina, no presentaban inmunogenici-
dad para la especie porcina puesto que era necesa-
ria una aplicaciéon de 30 DPs, bovina para prote-
ger el 50% de los cerdos vacunados. Y, en respues-
ta a la pregunta los autores concluyen:

*’Con las mejores vacunas contra la fiebre aftosa ac-
tualmente a nuestra disposicién y con las limitacio-
nes de uso en condiciones de campo, parece bastan-
te ilusorio esperar la obtencién de una correcta in-
munizacién en porcinos.”

En la actualidad, esa situacion ya no es la mis-
ma vy, si se volviese a realizar un trabajo semejante,
ciertamente la conclusidn seria mucho mds opti-
mista y tal vez la respuesta seria:

"Los ultimos adelantos en el campo de la inmuno-
profilaxis tornaron factible la proteccion de los cer-
dos destinados al sacrificio, con una sola aplicaciéon
de vacuna a los lechones en el momento del des-
tete y a los reproductores con intervajos de 6 me-
ses.”’

!presentado en las VI Jornadas Internacionales de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Plata, LaPlata,
Argentina, 5-11 de noviembre de 1978,

2Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589, 20000-Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Las vacunas contra la fiebre aftosa con adyu-
vante oleoso (7,4, 5,6,8,10,11,12,13,14, 15,
17} y DEAE-dextrano (78, 79) tornaron una rea-
lidad la inmunizacién de los cerdos contra la fiebre
aftosa.

En estos tltimos afios el Centro Panamericano
de Fiebre Aftosa ha dado prioridad a 1os estudios
sobre la inmunizacion de los cerdos contra esa
enfermedad y al control de las vacunas para esa
especie. Los resuitados obtenidos son bastante
satisfactorios con el desarrollo de una vacuna de
adyuvante oleoso en forma de emulsion doble
y aplicada por via intraperitoneal (2, 3, 7).

Los resultados més recientes son bien diferentes
de los que obtuvo el Prof. Lucam y sus colabora-
dores en 1966 (2, 3, 7). Una vacuna trivalente,
oleosa, en forma de emulsién doble, aplicada por
via intraperitoneal en la dosis de 3 mi, en cerdos
de 2 meses de edad, proporcioné 11 DPs, a los
30 dias postvacunacion (7).

Algunos paises europeos como Francia, Espafia
y Alemania ya producen en forma industria! vacu-
nas antiaftosas con adyuvante oleoso y DEAE-
dextrano destinadas a la especie porcina y en
el control de la fiebre aftosa incluyen la in-
munoprofilaxis de los cerdos.

Es de espera- que en un futuro proximo los pai-
ses sudamericanos, sobre todo aquellos cuya explo-
taciéon porcina tiene expresion socioecondmica re-
levante, revisen sus programas y vuelvan su aten-
ciéon al problema de la fiebre aftosa en los cerdos e
incluyan esa especie animal en los pragramas ofi-
ciales de control.

En este momento parece oportuno preguntarse:
¢Desde el punto de vista epidemioldgico, se justi-
fica la inclusion de los cerdos en los programas ofi-
ciales de control de la fiebre aftosa?

Para responder ia pregunta es necesario analizar
el comportamiento epidemiol6gico de la enferme-
dad en esa especie animal.

Reviendo la literatura (76) en contraste con los
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innumerables trabajos publicados sobre el desarro-
llo de vacunas, se encuentra una gran laguna sobre
la patogenia de ia enfermedad en los cerdos y so-
bre su comportamiento epidemioldgico.

Ante esa falta de informacion, y sélo con lain-
tencion de traer al plenario elementos para discu-
sion, se destacan brevemente algunos puntos de
mayor relevancia.

Tipos de explotacién

Fundamentalmente, se pueden distinguir las si-
guientes formas de explotacion: a) como actividad
doméstica, predominando animales comunes o
productos de cruzamiento de razas autoctonas ti-
po “porker”. En ese caso la explotacion estd cons-
tituida por pocos animales, con bajo nivel sanita-
rio, y su alimentacion estd constituida por restos
de comida, residuos y sobrantes de la produccién
agricola; b) explotacién empresarial de baja tecno-
logia. Pueden ser medianas o grandes, teniendo co-
mo principales caracteristicas la compra de anima-
les nuevos y el uso de residuos de la alimentacion
humana y de las industrias de la carne, de la leche
y de vegetales para la alimentacion; y c) la explota-
cion en términos empresariales con excelentes in-
dices de productividad, rebafios de razas mejoradas
o cruzamientos industriales de alta calidad, espe-
cializados en la produccién de cerdos “‘tipo carne’’.

Se trata de la explotacién moderna, intensiva,
con elevada densidad del rebafio, alto nivel sanita-
rio y alta rotatividad, con razas precoces, aptas pa-
ra el sacrificio a una edad inferior a los 6 meses.

Movilizacién de los animales

Cualquiera sea el tipo de explotacién, la movi-
lizacion de los cerdos es muy escasa comparada
con la especie bovina y cuando se hace general-
mente lo es por camiones o ferrocarril al lugar de
recria y de alli al matadero.

Portadores

Adn no ha sido demostrada experimentalmente
la existencia de portadores del virus de la fiebre af-
tosa en la especie porcina, al contrario de lo que
ocurre con las especies bovina y ovina.

Para que haya la ocurrencia de un episodio de
fiebre aftosa en un rebafio porcino, se debe admitir
que el agente es generalmente introducido en el es-
tablecimiento a través de la alimentacion. Por lo
tanto, la fiebre aftosa en cerdos puede ser conside-
rada como consecuencia de la existencia de la en-
fermedad en bovinos y ovinos.

En la cadena epidemiolbogica de la fiebre aftosa,
la especie porcina parece ejercer solamente el papel
de multiplicador del agente, dada su gran suscepti-
bitidad al virus y la alta tasa de eliminacibén al me-
dio ambiente.

Ef éxito obtenido en Chile, asi como en algunos
paises europeos que controlaron la fiebre aftosa
s6lo con medidas aplicadas en la especie bovina,
parece indicar que el cerdo es sélo un receptor del
agente y que no mantiene el virus en el rebafio, sea
por la ausencia de portadores de virus o por el po-
co tiempo de vida Gtil de los animales, por cuanto
la explotacion porcina se realiza en ciclos muy bre-
ves, hecho ese que no permite establecer épocas fi-
jas de vacunacién.

Basados en el comportamiento de la fiebre afto-
sa en la especie porcina v la modalidad particular
de la cria del cerdo se concluye que no se justifica
incluir la vacunacion sistemética de esa especie en
los programas oficiales de control de la enferme-
dad.

En la profilaxis de |a fiebre aftosa en {a especie
porcina, la educacidn sanitaria adquiere particular
relevancia. A través de ella los criadores manten-
dran sus explotaciones apartadas de los bovinos,
con un buen nivel de sanidad y vacunaran espon-
taneamente a ios animales cuando estén expuestos
a mayor riesgo.

Cabe a las instituciones oficiales desarrollar y
orientar esa educacidn sanitaria, mantener riguro-
sa vigilancia epidemioldgica, adoptar las medidas
sanitarias pertinentes en los brotes (aislamiento, in-
terdiccidn, etc.) y disponer de vacunas en circuns-
tancias especiales y en determinadas dreas.

RESUMEN

Los ultimos adelantos en el campo de la inmu-
noprofilaxis tornaron factible la proteccion de los
cerdos contra la fiebre aftosa. Con base en los co-
nocimientos actuales sobre el comportamiento de



BItn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 35-36

57

la fiebre aftosa en la especie porcina y la modali-
dad particular de la cria del cerdo, se concluye que
no se justifica incluir a vacuracién sistematica de
esa especie en los programas oficiales de control de
la enfermedad, por cuanto la explotacién porcina
se realiza en ciclos muy breves lo que no permite
establecer épocas fijas de vacunacion. Esto no ex-
cluye que la estrategia oficial establezca la vacuna-
cién de cerdos en determinadas areas y en circuns-
tancias especiales.

Se considera que en la profilaxis de la fiebre af-
tosa en los cerdos es muy importante {a educacion
sanitaria de los criadores, la disponibilidad de un
sistema de vigilancia epidemiologica dgil y efectivo
que facilitara !a aplicacion de medidas sanitarias
preventivas y cuarentenarias y la vacunacion estra-
tégica en los establecimientos expuestos a mayor
riesgo.
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REFLECTIONS ON THE PREVENTION OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE IN SWINE'

P. Augé de Mello*

Considerable progress in the immunoprophila-
xis of foot-and-mouth disease (FMD) in swine has
been made since the time of Prof. Lucam and col-
laborators' presentation (9) “What may be ex-
pected concerning foot-and-mouth disease vaccina-
tion in swine?’’ given at the Annual Meeting of
the Research Group, in September 1966 in Pir-
bright, England.

In his presentation Prof. Lucam made it clear
that FMD vaccines produced in France, whose ef-
ficacy was proven in cattle, did not have adequate
immunogenicity for pigs. Thirty bovine PDs, were
needed to protect 50% of vaccinated cattle. The
authors concluded, in answer to the title question:

“With the best foot-and-mouth disease vaccines
presently at our disposal and with the limitations
of their use in field conditions, it appears quite il-
lusory to expect an adequate protection of swine.”

Presently, this situation is no longer the same
and if a similar paper were to be presented today,
the conclusions would certainly be much more op-
timistic. Perhaps the conciusion would be:

“Latest advances in the field of immunoprophy-
laxis have made it possible to protect swine for
their useful life until slaughter, with one applica-
tion of vaccine at weaning and for breeders with
vaccination at 6-month intervals.”’

FMD vaccines with oil adjuvant (7, 4, 5, 6, 8,
10, 11,12, 13, 14, 15, 17) and DEAE-dextran (718,

!presented at the Vi International Meetings of the Vet-
erinary Sciences University. La Plata, Argentina, Novem-
ber 5-11, 1978.

2Pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.

19) have been shown to immunize swine against
FMD.

Over the past several years the Pan American
Foot-and-Mouth Disease Center has given priority
to studies on preparation and control FMD vac-
cines for swine. Results have been quite satisfacto-
ry with the development of an oil-adjuvanted vac-
cine in the form of double emulsion and applied
by the intraperitoneal route (2, 3, 7).

More recent resuits are quite different from
those obtained by Prof. Lucam and his colleagues
in 1966 (2, 3, 7). A double emulsion trivalent oil-
adjuvanted vaccine applied intraperitoneally in a
3-ml dose in 2-month old pigs contained 11 PDs
when tested 30 days post-vaccination (7).

Some European countries like France, Spain
and Germany have already produced at the indus-
trial level FMD vaccines with oil adjuvant or with
DEAE-dextran, and they now include vaccina-
tion of swine in the control of FMD in that
species.

It can be expected that in the near future
South-American countries, particularly those
whose swine industry is of socio-economic import-
ance, may revise their programs, giving more atten-
tion to FMD problem in swine and including this
species in their official control programs.

It appears opportune to ask at this point: “Epi-
demiologically, can we justify including swine in
official FMD control programs?.

To respond this question we must analyze the
epidemiological behavior of the disease in swine.

Reviewing the literature (76) we find that lit-
tle has been published about the pathogenesis
of the disease in swine or about its epidemio-
logical behavior in this species, in contrast to the
relatively large number of papers publlshed on
the development of vaccines.

Faced with this lack of mformatlon and in the
hope of bringing to the attention of this meeting
elements for discussion, we will attempt to high-
light briefly some of more relevant points.
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Types of management

Basically, we can distinguish the following
types of swine management: (a) as a domestic ac-
tivity, predominantly of “criolio” animals, cross-
breds of local breeds of the short fat type. The
herds mostly consist of few animals with low
health level, and feed is usually food scraps and
left overs from agricultural production; (b) hold-
ings of low technology management. These can be
small or large operations, but having the predom-
inant characteristic that new animals are constant-
ly brought in and that human food scraps and re-
sidues of dairy and agriculture are used for feed-
ing; and (c) finally, the very well managed herds
with excellent productivity indices, herds of im-
proved breeds or industrial crossbreds of high
quality, specialized in the production of meat-
type pigs.

The last type, represents the modern intensive
swine breeding operation with high sanitary level
and fast turnover with the production of feeders
ready for slaughter at 6 months or less.

Animal movement

In any of these management types there is lit-
tie movement of swine compared to cattle. When
swine are moving it is usually by truck or train
from the operation to the slaughterhouse.

Carriers

The carrier state has not been experimentally
shown to exist in pigs, contrary to the situation
with cattle and sheep, which frequently become
carriers after exposure to FMD virus.

Therefore for an FMD outbreak to occur in
swine the agent it is generally introduced onto
the premises by other species or by feed. We there-
fore can consider FMD in swine to be a conse-
quence of the existence of the disease in cattle
and sheep.

In the epidemiological chain of FMD the pig
appears to play the role of virus multiplier, given
its great susceptibility to the virus and the high
level of infectivity in the environment caused by
diseased pigs.

The success obtained in Chile as well as in some
European countries, which control FMD only by
control measures applied to cattle, appears to in-
dicate that swine do not maintain the virus in the
herd, either because of the absence of carriers of
the virus or because of the fast turnover of the
animals.

Based on the behavior of FMD in swine and the
fast turnover of the population which may pre-
clude the establishment of fixed vaccination pe-
riods added to particularities of swine manage-
ment, it does not appear justifiable to include sys-
tematic vaccination of this species in official FMD
control programs.

In the prophylaxis of FMD in swine, health ed-
ucation becomes particularly relevant. Through
education, producers must learn to separate their
swine from cattle, to maintain a high level of
health control measures and to vaccinate voluntari-
ly those animals which are exposed to high risk.

Official control programs should develop and
orient this health education, maintain regular strict
epidemiological surveillance, adopt in outbreaks
sanitary measures (isolation, stoppage of animal
movement, etc.), and use vaccine in special con-
dition in certain areas of high risk.

SUMMARY

Recent advances in the field of immunoprophy-
laxis have made it feasible to protect swine from
foot-and-mouth disease (FMD). On the basis of
present knowledge about FMD behavior in swine
and the particularities of swine management, in-
cluding systematic vaccination of this species in
official FMD control programs is probably justi-
fied. The fast turnover of the swine population
does not permit the establishment of fixed vac-
cination periods. However, this does not exclude
the vaccination of swine in certain high risk areas
as part of the official strategy.

Health education of farmers, disposal of a fast
and effective epidemiological surveillance system
which will allow the application of preventive and
Quarantine measures, and strategic vaccination in
establishments under high risk are considered of
great importance in the prophylaxis of FMD in
swine,
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noticias

SUERO BOVINO TRATADO POR PEG PARA USO EN CULTIVOS DE CELULAS

Barteling' sefialé que el suero originario de bo-
vinos vacunados varias veces, al cual se le habia re-
tirado los anticuerpos por precipitaciéon con poli-
etilenglicol (PEG)?, podia ser usado satisfactoria-
mente para cultivos de células y produccion de vi-
rus de la fiebre aftosa.

Basados en ese trabajo, hemos usado rutinaria-
mente suero tratado por PEG para la mayoria de
los trabajos con cultivos celulares, BHK;, o IB-
RS-2 en monocamadas, tales como titulaciones de
infectividad, seroneutralizacion y pruebas de ino-
cuidad de vacunas inactivadas.

El suero bovino se obtiene de un matadero cer-
cano a! laboratorio. La sangre extraida de los vasos
principales del cuello se recoge en recipientes con-
teniendo una solucién de antibidticos suficiente
para 10 litros de sangre (concentracion final de 100
u.i. de penicilina/ml y 0,15 mg de neomicina/mt).
La sangre se elimina si ocurre contaminacion con
material esofagico. Para formar una partida de sue-
ro se recoge un minimo de 150 litros de sangre de
por to menos 15 animales de una vez.

Después de producida la coagulacién se cortan
los coagulos en trozos de alrededor de 50 cm? y se
dejan encima de un tamiz durante una noche a
+4°C para permitir {a separacion del suero. Peque-
fios codgulos y glébulos rojos se separan del suero
por centrifugacion continua®. Luego el suero se
trata con PEG de la siguiente manera:

Para cada litro de suero se adiciona, bajo agita-
cion continua, 80 g de PEG previamente disuelto

IBARTELING, JS. Use of polyethyleneglycol-treated
serum for production of foot-and-mouth disease virus in
growing BHK-suspended cell cultures, Bul/l. Of. int. Epiz.
81 (11-12): 1243-1254, 1974,

2Polyethylene Glycol 6000, J.T. Baker, New Jersey
08865.

3Centrifuga Alfa Laval BPB 204 A-11.

en 100 ml de solucion salina 0,15M esterilizada en
autoclave por 30 minutos a 15 libras. Se continGia
la agitacion por una hora, seguida por una hora de
sedimentacion. El sobrenadante se retira del sedi-
mento denso y se filtra a través de filtros Seitz
EKS y membranas Millipore de 0,3 um. En seguida
se realizan las pruebas de esterilidad y crecimiento
de células.

En un experimento preliminar (no publicado)
se encontrd que la eficacia, en lo que se refiere a
crecimiento celular en monocamada de las células
BHK,, C13 o 1B-RS-2, fue reducida en 50% cuan-
do se usaba suero tratado por PEG. Barteling’
también observd reduccion en el crecimiento de
células BHK, , C13 cultivadas en monocada. Noso-
tros hemos corregido esa deficiencia sembrando
doble cantidad de células.

Los resultados de las titulaciones de virus usan-
do cultivos de células multiplicadas en medio con
suero tratado por PEG fueron similares a los obte-
nidos usando suero de animales donadores libres
de anticuerpos. El suero tratado por PEG también
ha sido usado satisfactoriamente parael crecimiento
de células para producir vacunas experimenta-
les® 5.

De esta manera, el método puede eliminar la ne-
cesidad de mantener bovinos donadores libres de
anticuerpos, lo que constituye una considerable
economi{a para un laboratorio.

4 ABARACON, D.; GIACOMETTI, H. Vacunas contra
1a fiebre aftosa con virus producido en cultivos celuiares
con suero bovino tratado por polietilenglicol (PEG). 8/tn
Centro Panamericano Fiebre Aftosa 21-22:44-48, 1976.

SMESQUITA, J.A.; CARNEIRO, A.S. Vacuna antiafto-
sa con antfgenos producidos en cultivos celulares con sue-
ro tratado por PEG, B/tn Centro Panamericano Fiebre Af-
tosa 33-34:61, 1979.

Julio A, Mesquita

Antonio Vieira

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
Rio de Janeiro, Brasil
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PEG-TREATED BOVINE SERUM FOR USE IN CELL CULTURES

Barteling indicated that serum originating
from repeatedly vaccinated cattle from which anti-
bodies had been removed by polyethyleneglycol
(PEG)? precipitation could be used successfully
for cell cultures and foot-and-mouth disease
(FMD) virus production.

Based on this work, we have been using PEG-
treated serum routinely for most cell culture work,
with BHK,, and IB-RS-2 cells in monolayers as
infectivity titration, neutralization tests and
innocuity tests of inactivated vaccines.

The bovine serum is obtained from a neighbor-
ing slaughterhouse. Blood from the severed neck
vessels is collected in a container with sufficient
antibiotic solution for 10 liters of blood (final
concentration 100 Ul of penicillin/mi and 0.15
mg of neomycin/ml). The blood is discarded if
contamination with oesophagic material occurs.
A minimum of 150 liters of blood from at least 15
cattle is collected for one batch of serum.

After coagulation the blood is cut into pieces
of about 50 cm® and left in a separating sieve
overnight at 4°C. Small fibrous clots and red
cells are separated from the serum by continuous
centrifugation® which is then treated with PEG in
the following manner:

Under continuous shaking 80 g PEG, previous-
ly dissolved in 100 ml of 0.15M saline solution

lBARTELING, J.S. Use of polyethyleneglycoi-treated
serum for production of foot-and-mouth disease virus in
growing BHK-suspended cell cuitures. Bull. Of. int. Epiz.
87 (11-12): 1243-1254, 1974.

2Polyethylene Glycol 6000, J.T. Baker, New Jersey
08865.

3Alfa Laval BPB 204 A-11.

and autoclaved 30 minutes at 15 PSI, was added
to each liter of serum. The mixing was continued
for one hour followed by one hour of sedimenta-
tion. The supernatant was decanted from the thick
sediment and filtered through Seitz EKS and
Millipore 0.3 um filters. The serum was then tested
for sterility and cell growth promotion.

In a preliminary experiment (unpublished data)
it was found that the growth efficiency of BH K;i
C 13 or IB-RS-2 cell monolayer cultures was re-
duced to 50% when PEG-treated serum was used.
Reduction in growth of monolayer BHK,, cell
cultures was also reported by Barteling'. We cor-
rected this deficiency by seeding the cultures with
twice the number of cells.

Results of virus titration using cell cultures
grown with PEG-treated serum were similar to
those grown with serum from FMD antibody free
donor steers. The PEG-treated serum aliso has been
used successfully for the growth of cells to pro-
duce experimental vaccines®*.

Thus, the method could eliminate the need to
maintain FMD antibody free donor steers, which
constitutes considerable savings for a laboratory.

4ABARACON, D.; GIACOMETTI, H. Vaccines against
foot-and-mouth disease with virus produced in cell cul-
tures with bovine serum treated with polyethyleneglycol
(PEG). B/tn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 21-22-
49-53, 1976.

SMESQUITA, J.A.; CARNEIRO, AS. Foot-and-mouth
disease vaccine with antigens produced in cell cultures
grown with PEG-treated bovine serum. 8/tn Centro Pan-
americano Fiebre Aftoss 33-34:62, 1979.

Julio A. Mesquita

Antonio Vieira

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center
Rio de Janeiro, Brazil
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Texto en inglés. Proc. 5th Wid. Int. Pig vet. Soc. Congr., Zagreb, KB.47, 1978. (FMD Bull. Wellcome
18 {1):3, 1979). [Wellcome FMD Vaccine Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Proteccion de cerdos de engorde contra la fiebre
aftosa con una vacuna oleosa. 2. Estudio sobre ce-
pas sudamericanas del virus aftoso

Los experimentos realizados en vacunas con
emulsion de agua en aceite que contenian cepas
europeas han sido descritos en un trabajo anterior.
Esta comunicacion describe los resultados obteni-
dos en cerdos de engorde inoculados con una vacu-
na trivalente, elaborada con cepas de América del
Sur. Se evidencid que una dosis de 2 ml induce un
pronto establecimiento de {a inmunidad, que per-
siste al menos hasta el fin del periodo de engorde.
En general, los resultados obtenidos fueron muy si-
milares a los descritos en el trabajo anterior.

BAUER, K.; LORENZ, R.J.

The protection of fattening pigs against foot-and-
mouth disease with an oil adjuvanted vaccine. 2.
Studies on South American foot-and-mouth dis-
ease virus strains

Experiments on water-in-oil emulsion vaccines
containing European virus strains have been de-
scribed in a previous paper. This paper describes
results obtained in fattening pigs inoculated with
trivalent vaccine containing South American virus
strains. It was shown that a 2 ml vaccine dose
induces rapid onset of immunity which persists
at least until the end of the fattening period.
Results were, in general, similar to those described
in previous paper.

Texto en inglés. /n 16th Conf. O.1.E. Perm. Comm., Paris, Rep. No. 501, 1978. (FMD Buil. Wellcome

18 (1):5, 1979).

Ensayos para mejorar las pruebas de potencia de
las vacunas antiaftosas mediante dos pruebas de
laboratorio combinadas

Se combiné el método empleado para evaiuar la
cantidad de antigeno en las vacunas antiaftosas por
fijacion de complemento después de eluido del hi-
droxido de aluminio, con una prueba de potencia
en ratones, empleando virus miotropico para la
descarga. Los resultados indicaron que existia una
correlacion entre el contenido de antigeno fijador
de complemento en el eluido de la vacuna y la pro-
teccion de los cerdos contra la descarga. Se estable-
cié que tres clases diferentes de vacunas correspon-
dian a distintos porcentajes de inmunidad en bovi-
nos. Las vacunas que contenian un elevado por-
centaje de antigeno fijador de complemento prote-
gieron al 96% de los animales probados, y se sugie-
re que la prueba en bovinos no es esencial para es-
tas vacunas. Las vacunas sin antigeno detectable

Trials for improving potency testing of foot-and-
mouth disease vaccines by combination of two
laboratory tests

A method for evaluation of the amount of anti-
gen in foot-and-mouth disease vaccines by com-
plement fixation after elution from aluminum
hydroxide has been combined with a potency test
in mice using myotropic virus for chalienge. Re-
sults indicated a correlation between the content
of complement fixing antigen in the eluate of vac-
cine and protection of cattle against challenge.
Three classes of vaccine could be established
corresponding to different percentages of im-
munity in cattle. Vaccines with high amounts of
complement fixing antigen protected 96% of cattle
tested and it is suggested that a cattle test would
not be essential for these vaccines. Vaccines
with no detectable antigen corresponded to 77%
protection in cattie and cattle tests would be
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confirieron una proteccion del 77% en bovinos, y
las pruebas en bovinos serian esenciales para las va-
cunas comprendidas en este grupo. Las vacunas
con un bajo nivel de antigeno fijador de comple-
mento produjeron un porcentaje de proteccién del
81%, y algunas no proporcionaron una proteccion
adecuada al bovino. Fue para esta Gltima categoria
de vacunas que se combind la prueba de fijacion de
complemento con una prueba de proteccion en ra-
tén, empleando el método BAYES (ver “Grundiss
der Biologischen Statistik”’, editado por E. Weber,
Fisher Verlag, Stuttgart, 1972).

BEKKUM, J.G. van; LEEUW, P.W. de

essential for vaccines in this group. Vaccines with
low amounts of complement fixing antigen had
a percentage protection of 81% and some of these
did not adequately immune cattle. It is for vac-
cines in this latter class that the results of the
complement fixation test were combined with
those of a mouse potency test using BAYES rule
{see "“Grundriss der Biologischen Statistik, edited
by E. Weber, Fisher Verlag, Stuttgart, 1972).

Texto en inglés. /n Sexta Conferencia Internacional de la Ciencia Veterinaria, Universidad Nacional de
La Plata, Argentina, noviembre 1973. (FMD Bull. Wellcome 18 (3): 18, 1979). [Central Veterinary Insti-
tute, Virology Department, 39 Houtribweg, Lelystad, Netherlands]

Algunos aspectos del virus aftoso en la leche

Desde principios de siglo es un hecho conocido
que la leche contaminada puede desempefiar un
importante papel en la diseminacién del virus afto-
so. Desde la epizootia registrada en 1967-68 en el
Reino Unido, durante la cual se evidencié que el
ganado puede excretar grandes cantidades de virus
en ausencia de lesiones clinicas, la presencia Y su-
pervivencia del virus aftoso en la leche ha recibido
una atencidn considerable. Sin embargo, todas las
observaciones realizadas en el campo sobre la dise-
minacién del virus aftoso a través de la leche con-
cernian a los animales no vacunados. En estudios
posteriores con vacas vacunadas descargadas por
instilacion nasal fue imposible detectar virus en la
leche, tanto en la prueba de histocultivo como en
la prueba de inocuidad. Por consiguiente, en los
paises con un programa de control bien estable-
cido, los efectos combinados del tratamiento
por calor y la vacunaci6n, que producen inmuni-
dad individual y un alto nivel de anticuerpos en la
leche a granei, ef riesgo de diseminacién del virus a
través de la leche y los productos licteos es muy
bajo.

Some aspects of foot-and-mouth disease virus in
milk

Since the beginning of the century it has been
known that contaminated milk can play a role
in the dissemination of foot-and-mouth disease
(FMD) virus. Since the 1967-68 epizootic in the
United Kingdom when clearcut evidence was ob-
tained that cattle can excrete large quantities of
virus in the absence of clinical signs, the presence
and survival of FMD virus in milk has received
considerable attention. However, all field ob-
servations on the spread of FMD virus by milk
concerned non-vaccinated animals. In further
studies with vaccinated cows challenged by nasal
instillation it proved impossible to detect virus in
their milk in either tissue culture or cattle in-
nocuity tests. Therefore, in countries with a well
established control program, the combined effects
of heat treatment and vaccination resulting in im-
munity in individual cows and a high level of
antibody in bulk milk the risk of virus dissemina-
tion by milk and milk products is very fow.
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BEKKUM, J.G. van; LEEUW, P.W. de; TERPSTRA, C. )

Texto en inglés. /n Sexta Conferencia Internacional de la Ciencia Veterinaria, Universidad Nacional de
La Plata, Argentina, noviembre 1978. (FMD Bull. Wellcome 18 (4): 20, 1979). [Central Veterinary Insti-
tute, Virology Department, 39 Houtribweg, Lelystad, Netherlands |

Evaluacion de la potencia de las vacunas antiafto-
sas, en especial las destinadas al porcino

Existe un gran numero de pruebas para determi-
nar la potencia de vacunas contra fa fiebre aftosa
en bovinos. Las pruebas de potencia para las vacu-
nas destinadas al porcino se han desarrollado en
términos muy similares a los usados para las vacu-
nas bovinas, aunque no siempre ha sido posible cal-
cular una DPs, para cerdos, ni establecer una rela-
€ién consistente entre los niveles de anticuerpo se-
roneutralizante y el grado de proteccion en cerdos.
Ademds, se ha comprobado que las vacunas tien-
den a dar un resultado mds satisfactorio en el cam-
po que en las pruebas de laboratorio. Una compa-
racién de diferentes métodos de descarga en cerdos
ha indicado que el resultado de la prueba puede es-
tar influenciado no sélo por la via de infeccién, si-
no también por el tamafio y composicién del gru-
po de animales expuestos.

CROWTHER, J.R.

Evaluation of the potency of foot-and-mouth dis-
ease vaccines, particularly those destined for pigs

A number of methods are in use for the poten-
cy testing of vaccines against foot-and-mouth dis-
ease in cattle. Potency tests for vaccines intended
for use in pigs developed along similar lines to
those for cattle vaccines but it was not always
possible to calculate a pig PDs, nor was it pos-
sible to establish a consistent relationship be-
tween the levels and serum neutralizing antibody
and the degree of protection in the pig. In ad-
dition, it was noted that vaccine tended to per-
form better in the field than in laboratory trials.
A comparison of different challenge methods for
pigs has indicated that not only the route of
infection but also the size and composition of
the group of animals exposed may affect the
outcome of the test.

Texto en inglés. /n 15th Conf. O.1.E. Perm. Comm., Paris, Rep. No. 103, 1978. (FMD Bull. Wellcome
18 (2):9, 1979). [Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Subtipificacién del virus aftoso. Nuevos enfoques

Las pruebas de neutralizacidén y de fijacion de
complemento son dos métodos convencionales pa-
ra determinar las relaciones entre las diferentes ce-
pas del virus aftoso. La prueba de fijacion de com-
plemento es mas apropiada para medir los cambios
mds importantes en la composicién antigénica de
las cepas para los extensos estudios epizootiologi-
cos, mientras que la prueba de neutralizacion es
mds indicada para la comparacién de los virus, a ni-
vel de los problemas relacionados con la inmuni-
dad en el campo. Las pruebas RiA y ELISA son
nuevos métodos para comparar las cepas, tanto a
mayor como a menor escala. Ambas pruebas son
adaptables para la comparacién de cepas conteni-
das en materiales de histocultivo infectados.
ELISA representa una técnica sensible, no requie-
re rotulacion radioactiva o recuento, ni plantea

Subtyping of foot-and-mouth disease virus. New
approaches

The complement fixation and neutralization
tests are two conventional methods for deter-
mining relationichips between foot-and-mouth dis-
ease virus strains. The complement fixation test is
most appropriate for measuring major changes in
antigenic make up of strains for broad epizootio-
logical studies while the neutralization test is more
suited for comparison of viruses at the level which
is important to the problems of field immunity.
Radioimmunoassay (RIA)} and enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) are new methods
for the comparison of strains on both broad and
narrow fronts. Both tests are adaptable for the
comparison of strains contained in infected
tissue culture materials. ELISA offers a sensitive
technique which does not require radioactive
labelling and counting and does not pose any
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problemas de manejo. Las técnicas biofisicas tales
como el enfoque isoeléctrico ofrecen un método
no serol6gico para la investigacion directa de los
polipéptidos viricos.

CROWTHER, J.R.; ABU-el ZEIN, E.M.E.

handling problems. Biophysical techniques such
as isoelectric focussing offer a non-serological
method for the direct investigation of virus poly-
peptides.

Texto en inglés. J. gen. Virol. 42 (3): 597-602, 1979. (FMD Bull. Welicome 18 {5): 26, 1879). [Ani-
mal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England|

Deteccibn y cuantificacion del virus aftoso me-
diante pruebas inmunoadsorbentes marcadas por
enzima

Se han aplicado con éxito las técnicas del ensa-
yo de enzimas fijadas en inmunoadsorbentes
(ELISA) para la cuantificacion del virus aftoso pu-
rificado. Se describen tres métodos, en los que los
Ifmites de deteccion de virus fueron muy similares.
Los datos acumulativos indican que el rangode 5 a
30ng/ml de virus puede medirse con precision de
los antecedentes de los controles. Los métodos uti-
lizados fueron especificos para el tipo O; el virus
de la enfermedad vesicular del cerdo ni el virus af-
toso dei tipo A interfirieron en la prueba. La espe-
cificidad y reproductibilidad de las pruebas indica-
ron que, para determinar concentraciones no cono-
cidas de virus, pueden construirse curvas estindar
relacionando concentraciones viricas conocidas
con el desarrolio del color, usando reagentes defi-
nidos.

Detection and quantification of foot-and-mouth
disease virus by enzyme labelled immunosorbent
assay techniques

The enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA} technique has been successfully applied
to the quantification of purified foot-and-mouth
disease virus. Three methods are described and
the limits for the detection of virus were similar.
Cumulative data indicate that a range of 5 to
30ng/ml of virus may be measured distinct from
background controls. The methods used were
specific for type O foot-and-mouth disease;
swine vesicular disease and type A foot-and-
mouth disease virus did not interfere. The speci-
ficity and reproducibility of the assays indicated
that standard curves relating known virus con-
centrations to color development, using defined
reagents, can be constructed in order to assay un-
known virus concentrations.

CZELLENG, F.; FARKAS, L.; PERENYI, T.; FAZEKAS, A.; SZALAI, F.; ZSITVAI K.; ERDELYI, K.
Texto en inglés. /n 15th Conf. O.1.E. Perm. Comm., Paris, Rep. No. 503, 1978. (FMD Bull, Wellcome
18 (1): 3, 1979). [Phylaxia Veterinary Biologicals and Feedstuffs, Zaszlus U. 3133, H-1143, Hungary]

Efecto de la inactivacibn con etileneimina y for-
maldehido sobre la inmunogenicidad del virus af-
toso

Se comparan los efectos de dos agentes inacti-
vantes {etileneimina y formalina) sobre cepas de!
virus aftoso tipo O desarrolladas en cultivo Fren-
kel. En tas condiciones requeridas para la comple-
ta inactivacién del virus con formalina, sélo se
mantuvo del 29 al 53% de la actividad fijadora de
complemento original. A las cinco semanas de al-
macenamiento a 4°C, s6lo permaneci6 del 3 al
30% de la actividad registrada al finalizar el proce-
so de inactivacién. Cuando se utilizd etileneimina
para la inactivacion, un 80 al 95% de la actividad

Effect of ethyleneimine and formaldehyde inac-
tivation on the immunogenicity of foot-and-mouth
disease virus

The effects of two inactivating agents (formalin
and ethyleneimine) on foot-and-mouth disease
virus strains of type O grown in Frenkel culture
were compared. Under the conditions required for
complete inactivation of virus with formalin, only
29 to 53% of the original complement fixing
activity of the virus was retained. Of the activity
present at the end of the inactivation process,
only 3 to 30% was still present after storage for
five weeks at 4°C. When ethyleneimine was
used for inactivation, 80 to 95% of the original
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fijadora de complemento inicial se mantuvo hasta
el final del proceso, de la que el 70 al 95% todavia
podia ser detectada a las cinco semanas de almace-
namiento.

complement fixing activity was preserved at the
end of the process and 70 to 95% of this could
still be detected after storage for five weeks.

DUCHESNE, M.; LEGRAND, B.; COLSON, X.; DURAND, M.
Texto en inglés. /n 15th Conf. O.1.E. Perm. Comm., Paris, Rep. No. 302, 1978. (FMD Buil. Wellcome
18 {1): 4, 1979). [Laboratoire Roger Bellon, P.O. Box 31, 37190, Azay-Le-Rideau, France]

Concentracion y purificacién del virus aftoso A
Maroc 1977 producido en células BHK

El virus A Maroc aislado de brotes de fiebre af-
tosa acaecidos en Marruecos a principios de 1977,
diferia seroldgica e inmunogénicamente del virus
A; Allier, asi como de otras cepas del tipo A cono-
cidas. El virus fue adaptado a células BHK en sus-
pension mediante tres pasajes en monocapa y uno
en suspension. El crecimiento observado en sus-
pension fue muy similar al conseguido con el virus
As Allier. El virus fue concentrado y purificado
por un proceso de adsorcion-elusion con comple-
jos de o6xido de etileno y calcio. Este procedimien-
to dio como resultado una concentracion de 1.150
veces, y una purificacion del 45%. Las propiedades
fisico-quimicas de A Maroc fueron comparadas
con las de otros virus del tipo A.

Concentration and purification of the A Maroc
1977 foot-and-mouth disease virus produced on
BHK cells

The A Maroc virus isolated from outbreaks of
foot-and-mouth disease in Morocco in early 1977
differed serologically and immunologically from
the A Allier virus and from other known type
A virus strains. The virus was adapted to BHK
suspension culture by three passages in monolayer
and one in suspension. Growth in suspension was
similar to that achieved with Ag Allier virus.
The virus was concentrated and purified by a
process of adsorption-elution involving ethylene
oxide and calcium complexes. This procedure
resulted in a concentration of 1,150-fold and a
purification of 45%. The physical-chemical prop-
erties of A Maroc were then compared with those
of other type A viruses.

FEDIDA, M.; COUDERT, M.; LOMBARD, M.; BRUN, A.; FAVRE, H.; DURAND, G.; GIRAUD, M.;

DHENNIN, L.

Texto en francés. Rev. Med. vet. 129 (10): 1305-1328, 1978. (FMD Bull. Wellcome 18 (2): 8, 1979).
[Laboratoire National de Pathologie Bovine, B.P. 33, 69342 Lyon Cedex 2, France]

Estudio serolbégico e inmunolégico del virus aftaso
aparecido en Marruecos en 1977

El virus aftoso causante de la epizootia registra-
da en Marruecos a principios de 1977, demostro
tener propiedades seroldgicas e inmunolégicas dife-
rentes de las de la cepa A; Allier. Las investigacio-
nes realizadas en Francia han puesto de manifiesto
que el virus diferfa también notablemente de los
otros virus del tipo A; el valor r era muy bajo (0,20
aproximadamente) y el valor R erade tan sélo 13.
Los bovinos vacunados una vez con la vacuna fran-
cesa habitual no resistieron la descarga con el virus

Serological and immunological study of the
foot-and-mouth disease virus which appeared in
Morocco in 1977

The foot-and-mouth disease virus. responsible
for the foot-and-mouth disease epizootic in
Morocco in early 1977 proved to have serological
and immunological properties different from
those of the A Allier strain. Investigations carried
out in France have shown that the virus was also
very different from other type A viruses; the r’
value was low (about 0.20) and de ‘R’ value
only about 13. Cattle vaccinated once with the
usual French vaccine did not withstand challenge
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A Morocco. Sin embargo, aquellos que fueron ino-
culados dos o mds veces con la misma vacuna, re-
sultaron inmunizados durante un periodo minimo
de tres meses.

KRUSCHKE, P.; OLECHNOWITZ, A.F.

with the A Morocco virus. However, cattie given
two or more injections of the same vaccine were
immune for at least three months.

Texto en alemédn. Arch. exp. VetMed. 32 (8): 435-440, 1978. (FMD Bull. Wellcome 18 (2):12,1979)

Diferencias especificas al tipo en las proteinas es-
tructurales del virus aftoso

La comparacion de las bandas de tres cepas del
virus aftoso (O,, A5 y C) por electroforesis en gel
de poliacrilamida indicé que las tres cepas tenian
en comun dos proteinas pesadas, con un peso mo-
lecular de 56.000 (VPs4) y 42.000 (VP,4,) respec-
tivamente. Dos bandas siguientes contenian el
principal volumen del capside de la proteina. Los
pesos moleculares relativos eran de 28.000 (VP, )
y 25.000 (VP,5) para el virus A; y 29.000 v
25.500 (VP, 5 5) para el virus C. La segunda zona
de proteinas del tipo O podia dividirse en dos
componentes; los tres polipéptidos resultantes pre-
sentaban un peso molecular de 31.000 (VP;,),
29.000 (VP,4) v 25.000 (VP, 5 ). Otras dos bandas
cuyo peso molecular era de 20.000 (VP,,) vy
13.000 (VP 3} normalmente se hallaban presentes
s6lo en el caso de los subtipos O, y A;. Las posi-
ciones y funciones de los polipéptidos individuales
no son todavia conocidas con exactitud. VPsg
muestra una cierta semejanza con el antigeno VIA.
VP4, puede ser un precursor comin para VPygy
VP, ;.

Type-specific differences in the structural proteins
of foot-and-mouth disease virus

Comparison of the banding patterns in poly-
acrylamide gel electrophoresis of three strains of
foot-and-mouth disease virus (0,, A; and C)
indicated that all three had two heavy proteins,
of molecular weight 56,000 (VPs¢) and 42,000
(VP4 )} respectively, in common, Two following
bands represented the main bulk of capsid protein.
The relative molecular weights were 29,000
{(VP,o) and 25,000 (VP,5) for Ag virus and
29,000 and 25,500 (VP,s 5) for C virus. The
second protein zone of type O could be split
into two components; the three resulting poly-
peptides having molecular weights of 31,000
(VP3,), 29,000 (VP,4) and 25,000 (VP,5).
Two further bands with molecular weights of
20,000 (VP,4) and 13,000 (VP,3) were usually
present only in subtypes O, and A;. The posi-
tions and functions of the individual polypeptides
are not yet certain; VP54 shows some similarity
to the VIA antigen. VP,, may be the common
precursor for VP, 4 and VP, 5.

LAI,8.5.; McKERCHER, P.D.; MOORE, D.M.; GILLESPIE, 4.H.
Texto en inglés. Amer. J. vet. Res. 40 (5): 463-468, 1979. (FMD Bull. Wellcome 18 (6): 35, 1979).
[Ptum Island Animal Disease Center, Greenport, Long Island, New York 11944, USA]

La patogénesis de la enfermedad vesicular del cer-
do en porcinos

Cerdos expuestos a la cepa UGK 27/72 de la en-
fermedad vesicular del cerdo desarrollaron lesiones
vesiculares a los 2 dias después de la inoculacién
(DP1). Las lesiones aparecieron primeramente so-
bre la banda coronaria y a seguir sobre el “dew-
claw”, la lengua, el hocico, los labios y tos buibos
de los talones. El comienzo de la viremia coinci-
di6 con la respuesta febril y la presentacion de ve-
siculas. Se aisl6 el virus de descargas nasales,

Pathogenesis of swine vesicular disease in pigs

Pigs exposed to the UGK 27/72 strain of swine
vesicular disease developed vesicular lesions by 2
days post-inoculation (DPI). Lesions first appeared
on the coronary band and then on the dewclaw,
tongue, snout, lips and bulbs of the heels. The
onset of viremia coincided with the febrile re-
sponse and the appearance of vesicles. Virus was
isolated from nasal discharges, oesophageal-
pharyngeal fluid and faeces as early as the first
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liquido esdfago-faringeo y excrementos al primer
dia después de la inoculacién. El aspecto y la dis-
tribucién de fluorescencia especifica en varios teji-
dos indicaron que, durante el desarrollo de la in-
feccion con la enfermedad vesicular del cerdo, los
tejidos epiteliales fueron implicados iniciaimente,
seguidos por una infeccion generalizada de los teji-
dos linféticos y, subsiguientemente, una viremia
primaria. Se halld una meningoencefalomielitis be-
nigna y no supurativa por todo el sistema nervioso
central en cerdos inoculados como también en cer-
dos expuestos por contacto. Los bulbos olfactorios
fueron afectados mdés severamente y con mds fre-
cuencia. Se hallaron las lesiones del cerebro mds se-
veras entre 3 y 4 dias después del comienzo de la
viremia. Cerdos expuestos por contacto mostraron
lesiones del cerebro mds severas que los cerdos ino-
lados. También se observaron cambios microscopi-
cos en la corona del casco, el hocico, 1a lengua y el
corazon.

day after inoculation. The appearance and dis-
tribution of specific fluorescence in various tissues
indicated that during the development of swine
vesicular disease infection, the epithelial tissues
were initially involved, followed by a generalized
infection of lymph tissues and, subsequently,
a primary viraemia. A mild non-suppurative
meningoencephalomyelitis throughout the central
nervous system in both inoculated and contact-
exposed pigs was found. The olfactory bulbs
were most severely and most frequently affected.
The most severe brain lesions were found at 3 to
4 days after the onset of viraemia. Pigs exposed
by contact showed more severe brain lesions than
inoculated pigs. Microscopic changes were also
observed in the coronary band, snout, tongue and
heart.

LEEUW, P.W. de; BEKKUM, J.G. van; TIESSINK, JW.A.
Texto en inglés. J. Hyg. (Camb.) 87:415-425, 1978. (FMD Bull. Wellcome 18 (1}: 6, 1979). [Central
Veterinary Institute, Virology Department, 39 Houtribweg, Lelystad, Netherlands]

Excrecion de virus aftoso en liquido esofdgico-fa-
ringeo y leche de bovinos después de una infeccioén
intranasal

Se investigd el crecimiento de virus en el drea
faringea y la excrecién de virus en leche de ganado
lechero susceptible y vacunado. Se infectaron diez
vacas vacunadas entre 2 y 9 meses después de la al-
tima vacunacion y todas resistieron a la descarga.
E!l virus se multiplico en el area faringea, aunque
en menor medida que en los animales de control
susceptibles. No se evidencié una clara relacién en-
tre el crecimiento virico y el titulo de anticuerpo
seroneutralizante en el momento de la descarga.
Las primeras secreciones de virus se registraron en
muestras de leche al cuarto dia postinfeccion, en
que las lesiones generalizadas eran ya aparentes. La
excrecion continud de 3 a 4 dias. Durante los 19
primeros dias subsiguientes a la descarga no se de-
tectd virus aftoso en la leche sin tratar de las vacas
vacunadas.

Excretion of foot-and-mouth disease virus in
oesophageal-pharyngeal fluid and milk of cattle
after intranasal infection

The growth of virus in the pharyngeal area
and the excretion of virus in milk of susceptible
and vaccinated dairy cattle were investigated. Ten
vaccinated cows were infected at 2 to 9 months
after the last vaccination and all resisted the
challenge. Virus multiplied in the pharyngeal
area but to a less extent than in susceptible con-
trol animals. There was no clear relationship
between virus growth and the titer of serum
neutralizing antibody at the time of chaltenge.
Susceptible cows first secreted virus in milk
samples on the fourth day following infection
when generalized lesions were apparent. Ex-
cretion continued for 3 to 4 days. No foot:-and-
mouth disease virus could be detected in un-
treated milk of vaccinated cows for the first
19 days following challenge.
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MOORE, D.M.; COWAN, K.M.

Texto en inglés. J. gen. Virol. 41 (3): 549-562, 1978. (FMD Bull. Wellcome 18 (1):4, 1979). [Plum
Island Animal Disease Center, Greenport, Long Island, New York 11944, USA]

Efecto de la tripsina y cimotripsina en los polipép-
tidos de las variantes de placa pequefia y grande de
la cepa del virus aftoso: Relacibn con la infectivi-
dad y antigenicidad especifica

Se ha comprobado que las variantes de placa pe-
quefia y placa grande de la cepa de virus aftoso
A, 119 tienen determinantes antigénicos especi-
ficos. La especificidad antigénica del virus de placa
grande fue destruida por el tratamiento con tripsi-
na, mientras que el antigeno de placa pequefia
mostré ser resistente, a pesar de la segmentacion
del polipéptido sensible a la tripsina. La segmenta-
cién del polipéptide VP; causada por la tripsina
dio como resultado la formacién de un nuevo anti-
geno, que no se hallaba presente en el virus sin tra-
tar. Se han examinado los efectos producidos por
la cimotripsina y la tripsina sobre los polipéptidos
de las variantes de placa, los cuales han sido rela-
cionados con ciertos cambios en la antigenicidad,
infectividad y exposicion de los polipéptidos en la
superficie del cdpside. Se discuten los resultados
concernientes a la orientacion del polipéptido sen-
sible a la tripsina en el c4pside virico. Se sefial6 la
significacién de las diferentes propiedades de las
variantes de placa, que facilitan la comprensién
de las caracteristicas del virus y del sistema celular
para la produccion de vacunas con un comporta-
miento satisfactorio en el campo.

MORGAN, D.O.; MOORE, D.M.; McKERCHER, P.D.

Effect of trypsin and chymotrypsin on the poly-
peptides of large and small plaque variants of foot-
and-mouth disease virus: Relationship to specific
antigenicity and infectivity

Large and small plaque variants of foot-and-
mouth disease virus strain A;, 119 were shown
to have specific antigenic determinants. Large
plague virus antigenic specificity was destroyed
by trypsin treatment but the small plaque antigen
was resistant despite cleavage of the trypsin-sen-
sitive polypeptide. The cleavage of polypeptide
VP3; by trypsin resulted in the formation of a
new antigen not present on untreated virus. The
effects of chymotrypsin and trypsin on the poly-
peptides of the plaque variants have been ex-
amined and related to changes in antigenicity,
infectivity and exposure of the polypeptides at
the surface of the capsid. The results are discussed
in relation to the orientation of the trypsin-sensi-
tive polypeptide in the virus capsid. The signifi-
cance of the differing properties of plaque variants
in understanding both the virus characteristics and
cell system to be used in preparing effective vac-
cines for use in the field was noted.

Texto en inglés. Proc. Ann. Mtg. U.S. Anim. Hith. Ass. 82: 277-283, 1978. (FMD Bull. Wellcome 18
(5):27, 1979). [Plum Island Animal Disease Center, Greenport, Long island, New York 11944, USA]

Purificacion del antigeno asociado a la infeccion
del virus aftoso

Se extrajo el antigeno asociado a la infeccién
virica (VIA) de células BHK infectadas mediante
resinas para intercambio i6nico, y se concentrd por
ultracentrifugacion. Se prepararon columnas de
cromatografia afines con 1gG del suero de cerdos
que habia sido tomado 8 semanas después de la
infecciéon con la misma cepa (O, Brugge). EI VIA
purificado eluido de estas columnas era inmunol6-
gicamente activo, como se comprobd tanto por la

Purification of foot-and-mouth disease virus in-
fection-associated antigen

The virus infection-associated (VIA) antigen
of foot-and-mouth disease was extracted from
infected BHK cells by means of ion exchange
resins and concentrated by ultrafiltration. Affini-
ty chromatrography columns were prepared with
1gG from the serum of pigs taken eight weeks
after infection with the same strain (O, Brugge)
of virus. Purified VIA eluted from these columns
was immunologically active as shown by both
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prueba de fijacion de complemento como de inmu-
precipitacion. La inyeccion en conejos y cobayos
de 1,5 mg de antigeno purificado VIA en adyuvan-
te de Freund, no indujo cantidades demostrables
de anticuerpos. Sin embargo, al inyectar comple-
jos de antigeno VIA/lIgG porcino, se produjeron
anticuerpos especificos para el antigeno VIA en
ambas especies. E| analisis electroforético en gel de
poliacrilamida dei antigeno VIA purificado por
medio de columnas de cromatografia afines, reve-
16 s6lo un componente proteico.

ODEND'HAL, S.

complement fixation and immunoprecipitation
procedures. Injection of 1.5 mg of purified VIA
antigen in Freund’s adjuvant into rabbits and
guinea pigs failed to induce demonstrable quan-
tities of antibodies. However, injection of VIA
antigen/swine 1gG immune complexes elicited
antibodies specific for the VIA antigen in both
rabbits and guinea pigs. Polyacrylamide gel elec-
trophoretic analysis of the VIA antigen purified
by affinity column chromatography showed only
one protein component.

Texto en inglés. Vet. Rec. 104 (12):262, 1979. (FMD Bull. Wellcome 18 (5):31, 1979). [Department
of Anatomy and Radiology, College of Veterinary Medicine, University of Georgia, Athens, Georgia

30602, USA]

Pruebas en roedores con antigeno asociado a la in-
feccion virica luego de una epizootia de fiebre af-
tosa en India

A principios de 1978 se produjo un brote de
fiebre aftosa en un pueblo de Bengal Occidental,
India. Dos meses mds tarde se introdujeron roedo-
res en recintos que albergaban bovinos cuyo suero
habia revelado evidentes signos de infeccion, por
la prueba VIA. Esta misma prueba fue utilizada pa-
ra examinar sueros procedentes de los roedores, as{
como del personal veterinario y empleados de la
explotacion. Ninguna de las 47 ratas utilizadas en
el estudio dio resultado positivo. Tampoco se ha-
Ilaron muestras positivas de las 10 extraidas de ar-
dillas y 6 tomadas de las personas que intervinie-
ron en la prueba. Los resultados indican que, en un
brote natural, tanto las ratas como las ardillas tie-
nen una gran resistencia frente ala contaminacion
de virus aftoso por via oral.

PINTO, A.A.; GARLAND, A.J.M.

Testing rodents with virus infection associated
antigen following a foot-and-mouth disease epizo-
otic in India

An outbreak of foot-and-mouth disease occur-
red in a village in West Bengal, India, in early
1978. Two months later, rodents were trapped on
premises where cattle sera demonstrated positive
evidence of infection by the VIA test. Sera from
the rodents and also from veterinary and other
personnel in attendance were tested using the VIA
test. Of 47 rats trapped, none were positive.
There were no positive samples from 10 taken
from squirrels or 6 taken from human beings.
The results indicated that rats and squirrels have a
strong resistance to infection with foot-and-mouth
disease virus via the oral route under the condition
of a natural outbreak.

Texto en inglés. J. Hyg. (Camb.) 82:41-50, 1979. (FMD Bull. Wellcome 18 (3): 14, 1979).

Respuesta de inmunidad al antigeno asociado a la
infecciébn virica (VIA) en bovinos vacunados repe-
tidamente con virus aftoso inactivado por formali-
na o acetiletileneimina

Se vacunaron grupos de bovinos hasta 4 veces
con una vacuna antiaftosa inactivada con formali-
na y hasta 6 veces con vacuna inactivada con ace-
tiletileneimina (AEl). En cada caso la vacuna fue

Immune response to virus-infection-associated
{VIA) antigen in cattle repeatedly vaccinated with
foot-and-mouth disease virus inactivated by
formalin or acetylethyleneimine

Groups of cattle were vaccinated up to four
times with formalin-inactivated FMD vaccine and
up to six times with acetylethyleneimine (AEl)-
inactivated vaccine. In each case the vaccine was
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bivalente del tipo O-A. La respuesta de anticuerpo
al antigeno VIA fue evaluada mediante una prueba
de inmunodifusién doble. En ningin grupo se de-
tectd anticuerpo antes ni después de la primera va-
cunacion. La segunda inoculacién con una vacuna
inactivada con formalina provocd el desarrollo de
anticuerpos en todos los animales. Con la vacuna
inactivada con AEI, 4 de 12 animales dieron una
respuesta transitoria de anticuerpos VIA. Otro gru-
po fue subdividido y vacunado una, dos o tres ve-
ces con vacuna del tipo C inactivada con AE| a va-
rios intervalos antes de exponer los animales a la
infeccion. Después de expuestos se detecto virus en
el liquido esofdgico-faringeo en 22 de 24 bovinos.
Ocasionalmente se observd una respuesta transito-
ria de anticuerpos a VIA en animales inmunes va-
cunados, aunque algunos que habian sido revacu-
nados en varias ocasiones no desarrollaron anti-
cuerpo VIA detectable luego de la descarga. Se
concluyd que la respuesta de anticuerpo VIA es el
resultado del antigeno en la vacuna, y no guarda
relacion con virus infeccioso residual. Existe una
gran variacion entre las respuestas individuales, pe-
ro la frecuencia y duracion de la respuesta produci-
da por la vacuna inactivada con formalina parece
ser mayor que cuando se utiliza AE| para la inac-
tivacion. Los resultados subrayan la necesidad
de interpretar con cautela las pruebas para el an-
ticuerpo VIA en las encuestas efectuadas en el
campo.

RWEYEMAMU, M.M.; TERRY, G.; PAY, T.W.F.

a bivalent type O-A vaccine. The antibody re-
sponse to VIA antigen was measured in a double
immunodiffusion test. In neither group was VIA
antibody detected before and after the first vac-
cination. Following the second vaccination with
formalin-inactivated vaccine all animals developed
VIA antibody. With AEI inactivated vaccine four
out of twelve cattle gave a transient response
after the second vaccination and after successive
vaccinations more animals tended to show a tran-
sient VIA antibody response. A further group was
subdivided and vaccinated once, twice or three
times with AEl inactivated type C vaccine at
various intervals before exposure to infection.
After exposure, virus was detected in oesophageal-
pharyngeal fluid from 22 out of 24 cattle. A tran-
sient VIA antibody response was occasionally
observed in immune vaccinated animals but some
repeatedly vaccinated animals failed to develop
detectable VIA antibody after challenge. It is
concluded that the VIA antibody response re-
sults from antigen in the vaccine and is not due
to residual infective virus. There was a wide
variation in the VIA response of individual ani-
mals, but the frequency and duration of the re-
sponse appears to be greater after use of formalin-
inactivated vaccine than after use of AEl-inac-
tivated vaccine. The results emphasize the need
for caution in the interpretation of tests for VIA
antibody in field surveys.

Texto en inglés. Arch. virol. 59 (1): 69-79, 1979. (FMD Bull. Wellcome 18 {2): 11, 1979). [Wellcome

FMD Vaccine Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey,

Estabilidad e inmunogenicidad de las particulas
vacias del virus aftoso

Se ha comprobado que tres cepas del virus afto-
so contenian cantidades significativas de particulas
75S vacias, producidas espontdneamente, asi como
particulas 140S infecciosas. Se estudié en detalle
una de estas cepas (A Pcndo 1970). Sus particulas
vacfas presentaron un coeficiente de sedimenta-
cion de 67S en 0,04M de fosfato tamponado. Estas
particulas son inestables en SDS, no infecciosas y
probablemente, libres de ARN. Al calentarse se

England]

Stability and immunogenicity of empty particles
of foot-and-mouth disease virus

Three strains of foot-and-mouth disease virus
were shown to contain significant amounts of
naturally occurring 75S empty particles as well
as infectious 140S particles. One of these strains,
A Pando (1970), was studied in detail. Empty
particles from this strain were shown to have a
sedimentation coefficient of 67S in 0.04M phos-
phate buffer, They were labile in SDS, non-in-
fectious and, probably, RNA-free and, on heating,
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descompusieron en subunidades 12S, como ocu-
rrié con las particulas 140S. Las particulas vacias
difieren de las particulas completas en su compo-
sicion polipéptida, puesto que contienen VP, pe-
ro no hubo evidencia de una disminucién de VP,.
Las particulas 75S se hallaban presentes en canti-
dades considerables y permanecieron estables fren-
te a la inactivacion con AEI. Igualmente, permane-
cieron estables a 4°C durante un minimo de dos
afios. En cobayos fueron tan inmunogénicas como
las particulas 140S. Los antisueros desarrollados
contra las particulas 75S presentaron fa misma es-
pecificidad serologica en las pruebas de seroneutra-
lizacion que los sueros preparados contra las par-
ticulas 140S. Se concluyd que las particulas 75S
de la cepa A Pando pueden proporcionar una im-
portante contribucién como particulas 140S a la
inmunogenicidad de las vacunas inactivadas prepa-
radas a partir de esta cepa.

they broke down to 12S subunits as did the 140S
particles. Empty particles differed from full
particles in their polypeptide composition since
they contained VP, but there was no evidence
for a diminished content of VP,. The 75S par-
ticles were shown to be present in significant
amounts and to be stable to AEl inactivation.
At 4°C, they were stable for at least two years.
In guinea pigs, they were as immunogenic as the
140S particles. Antisera raised against the 75S
particles had the same serological specificity in
neutralization tests as sera prepared against the
140S particle. It was concluded that the 75S
particles from this A Pando strain may provide
as important a contribution as 140S particles to
the immunogenicity of inactivated vaccines pre-
pared from this strain.
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