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LA IMPORTANCIA DE PANAFTOSA EN LOS
PROGRAMAS DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PARA
EL CONTROL Y ERRADICACION DE LA FIEBRE
AFTOSA EN LAS AMERICAS

V. ASTUDILLO, T.R. DOEL, V.M. VARELA-DIAZ

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. La contribucién del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa parael conocimientode las
enfermedades vesiculares de los animales, especialmente la fiebre aftosa, ha sido de gran
trascendencia para los programas de control iniciados durante las ultimas cuatro décadas. En esta
revisién se examina la importancia de la investigacion en el pasado y los enfoques futuros parala
investigacién y el desarrollo sobre el control y erradicacién de la enfermedad de las Américas.

El Centro Panamericano de Ficbre Aftosa
(PANAFTOSA), ubicado enRio de Janeiro, Brasil,
forma parte de la Organizacion Panamericanadela
Salud/Organizacién Mundial de la Salud (OPS/
OMS). Desde su creacién en 1951 por la Orga-
nizacion de los Estados Americanos, con el apoyo
delaOficina SanitariaPanamericanay del Instituto
Interamericano de Cooperacion para la Agricultura,
el Centro ha hecho importantes contribuciones
parael control delafiebreaftosaen AméricaLatina
a través de numerosas actividades. Entre ¢llas se
incluye el rol del Laboratorio de Referencia para
Enfermedades Vesiculares para las Américas, el
apoyo en cooperacion técnica y coordinacion de
programas nacionales ¢ internacionalesdirigidosa
la prevencion, control y erradicacién de la fiebre
aftosa en América Latina, Ia produccion de vacuna
antiaftosa, la investigacion y desarrollo. En 1968,
PANAFTOSA pasb a ser administrado por la OPS.

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

En 1958, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) y el Laboratorio Mundial de Referencia
(WRL), en Pirbright, Reino Unido, reconocieron
oficialmente a PANAFTOSA como organismo
coordinador para las campaiias antiaftosa en
América del Sur y como canal de comunicacion
entre los paisesy el WRL. La Oficina Internacional
de Epizootias, en su Sesién General XX VIII, acept6
este estado.

En 1969, los Ministros de Agricultura de la
region, por la Resolucién X de la II Reunién
Interamericana a Nivel Ministerial sobre Fiebre
Aftosa y Otras Zoonosis (RICAZ) realizada en
Brasil, reconocieron a PANAFTOSA como el La-
boratorio de Referencia para las Américas para el
diagnéstico de la fiebre aftosa (42), y en 1979, por
la Resolucién V de 1a RICAZ X1, en Curagao,
reconocieron PANAFTOSA como Laboratorio
Regional de Referencia para el control de calidad
de las vacunas antiaftosa (43). En 1992, la XIX
Reunién Ordinaria de 1a Comision Sudamericana
para la Lucha contra la Fiebre Aftosa
(COSALFA), en Argentina, en su Resolucién V
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indic6 PANAFTOSA como el Laboratorio de
Referencia para la region para la vigilancia epi-
demiolégica de las enfermedades vesiculares (45).

DIRECCION POLITICA Y TECNICA

En las Américas hay tres foros que son
esenciales para el establecimiento de directivas
politicas y técnicas para los programas de
prevencién, control y erradicacién enel hemisferio:
1. LaReuni6n Interamericana de Salud Animal
aNivel Ministerial RIMS A, conocidacomoRICAZ
hasta 1979), que se realiza cada dos afios para
discutir las politicas de salud animal en la regién.
Tipicamente (41), estas reuniones operan con los
antecedentes de documentos de trabajo provistos
por la OPS y las resoluciones de reuniones como
COSALFA y COHEFA (ver abajo), y culminan en
resoluciones emanadas por los representantes de
los paises miembros. Como consecuencia, las so-
licitudes y recomendaciones deben dirigirse a la
OPS o a los paises miembros para implementar o
cursar una accién. La RIMSA ademas analiza los
programasy presupuestos de los Centros delaOPS
paralospréximos dosafios y hace recomendaciones
al Director de la OPS para sus futuras actividades.
2. El Comité Hemisférico para la Erradicacién
de la Fiebre Aftosa (COHEFA) esta formado por
representantes de los sectores piblico (Ministros
de Agricultura) y privado (productores) de seis
regiones de las Américas. Se reline cada dos afios
en la misma época que las RIMSA y trata,
principalmente, de los aspectos técnicos de los
programas de prevencion, control y erradicacion
de la ficbre aftosa (44) en las Américas y, ademds,
prevé el financiamiento del Plan Hemisférico para
laErradicacionde laFiebre Aftosa. Las resoluciones
del COHEFA son presentadas en la RIMSA para
su discusiény recomendaciénalos paises miembros,
COSALFA u OPS, segin sea apropiado.

3. LaCOSALFA, formadaparalosdirectores de
salud animal de los paises de América del Sur, se
retne anualmentey actiacomo un cuerpo consultivo
para el Director del Centro, que es su Secretario ex
officio. Los objetivos de la COSALFA son
promover, coordinar y evaluar los programas
nacionales, los proyectos subregionales y los
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acuerdos fronterizos sobre la fiebre aftosa en los
paises de la region (26).

Losproyectos de investigacionylas actividades
técnicas del Centro son, ademas, evaluadas por un
Comité Cientifico Asesor ad hoc formado por
cientificos de renombre internacional que someten
sus conclusiones y recomendaciones al Director de
la OPS.

BASES OPERACIONALES DE
PANAFTOSA

Los trabajos realizados por PANAFTOSA se
dividen en dos dreas. La primera, Servicios de
Campo, interactia directamente con los paises
miembros y proporciona apoyo de varias maneras,
incluyendo la operacién del sistema continental de
vigilancia delas enfermedades vesiculares, consulta
y servicios de asesoria y asistencia técnica sobre
diferentes aspectos de los programas de control y
adiestramiento e informacion.

La segunda, Servicios de Laboratorio, abarca
investigacion, desarrollo y servicios técnicos. A su
vez, esta drea es apoyada por servicios de
mantenimiento esenciales, como los provistos por
grupos de pequefios y grandes animales de
experimentacion, y por el laboratorio de cultivo de
tejidos. En determinados aspectos, estos servicios
de laboratorio no se encuentran al alcance directo
de los usuarios, o sea, las autoridades veterinarias
de los paises miembros, pero esto no minimiza la
importancia de este trabajo. La seccion siguiente,
en la cual los avanzos cientificos del Centro son
examinados, muestra el importante papel que la
investigacion y el desarrollo han desempefiado en
el diagnéstico y el control de la fiebre aftosa en las
Ameéricas.

PROGRESOS Y ACTIVIDADES FUTURAS
DE LOS SERVICIOS DE LABORATORIO

Elpersonal delos laboratorios de investigacion
de PANAFTOSA ha contribuido para nuestro
conocimiento con una amplia variedad de tpicos
sobre enfermedades vesiculares de los animales,
con especial referencia al diagnéstico y control de
la fiebre aftosa. El Centro publico recientemente
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un catilogo de publicaciones de 1952 a 1993 con
un resumen de las actividades cientificas de
PANAFTOSA durante cuatro décadas (25). A
través de la estrecha interaccién y colaboracién
entre los laboratorios de diagnéstico y produccién
de vacuna, varios de los progresos obtenidos en las
investigaciones han sido transferidos efectivamente
a aplicaciones practicas.

Como se mencioné, PANAFTOSA tiene el
papel de Laboratorio de Referencia para las
Américas y, por lo tanto, una de sus funciones
principales es analizar muestras enviadas por los
paises miembros. Estas muestras pueden ser de
sueros para usoen pruebas de anticuerposo muestras
de tejidos/fluidos vesiculares para pruecbas de
deteccion de virus. Solo en la dltima década, el
laboratorio de diagndstico examiné 38.582
muestras, y claramente desempeiia un importante
papel en el servicio de vigilancia de enfermedades
vesiculares realizado en el Centro. Debido a la
necesidad de un conocimiento adecuado de las
cepas de fiebre aftosa actuantes en el campo y a su
relaciéncon las cepas vacunales, los investigadores
en este sector han realizado activos estudios sobre
la caracterizacion serologica de cepas de fiebre
aftosa actuantes en América Latina, usando varias
técnicas (6,8,21,28,34). Desde mediados de la
década delos ochenta, se realizaron estudios basicos
de caracterizacion suplementados por técnicas de
biologia molecular, incluyendo mapeo de
oligonucleotideos y secuenciamiento del cido
nucleico (2/,23), asi como una aplicacién
seleccionada de anticuerpos monoclonales
desarrollados contra las cepas principalesde ficbre
aftosa (/7). Se puede anticipar que la elevada
definicion a ser alcanzada con las técnicas
serolégicas y de biologia molecular mas modernas
harédn que en el futuro el diagnéstico de rutina sea
mas fidedigno que actualmente. Ademis, se espera
que lainvestigacion adicional sobre epidemiologia
molecular jugard un papel mas importante cuando
¢l nimero de brotes de fiebre aftosa sea reducido
por la efectiva implementacién de los programas
de control.

La investigaciéon sobre vacunas antiaftosa
siempre ha sido primordial en las actividades de
PANAFTOSA (40). Losprimeros estudios sobre la

susceptibilidad dediferentes células fueron seguidos
por la adopcién y explotacién de la produccion de
virus por el método de Frenkel y células BHK-21
(4,38,39). Durante este periodo, también se
realizaron extensos estudios con formas atenuadas
de virus debido al considerable éxito obtenido con
otras vacunas de virus atenuado (35). Sin embargo,
los numerosos problemas asociados al uso de
vacunas antiaftosaatenuadas llevaron al desarrollo
yusoexclusivode formulacionesinactivadas. Sobre
esto, el Centro estuvo al frente y realizé invalorables
contribuciones en las areas de cinética de
inactivacién y adyuvantes. Las deficiencias de la
inactivacion con formaldehidofueron rapidamente
reconocidas yel problemapara obtenerel inactivante
preferido, la acetiletileneimina, estimulé la
evaluacién de alternativas considerando el uso de
la etileneimina binaria (BEI) como el mds exitoso
(18,19). La BEI es un inactivamente muy eficaz
simpre que sea usado correctamente y se desarrollo
un procedimiento colorimétrico para examinar la
sintesis del reaccionante poco después de su uso a
nivel industrial. Actualmente, la BEI se utiliza en
todo el mundo, casi que exclusivamente, en la
produccion de vacunas antiaftosa. El Centro
también es conocido por su trabajo pionero sobre
adyuvantes para vacunas antiaftosa, especialmente
las preparaciones oleosas (/,2,3,5,14,15,16,17,
32,33,36,40). Numerosas publicaciones sobre
calidad y duracion de inmunidad en bovinos
vacunadoscon diferentes preparaciones culminaron
en la produccién, en PANAFTOSA, de vacunas
antiaftosa con adyuvante oleoso debido a su
superioridad sobre las formulaciones de hidréxido
de aluminio/saponina clasicas. Por estas razones,
este tipo de vacuna también ha recibido mayor
aceptacion mundial. Ademas, las vacunas oleosas
han sido utilizadas en cerdos. La justificativa para
la investigacion sobre el desarrollo de esta vacuna
es simple. Las vacunas contra la fiebre aftosa,
especialmente las formulaciones de hidréxido de
aluminio/saponina, tenian que ser aplicadas
regularmente para alcanzar niveles elevados y
durables de inmunidad en un rebafio. Conside-
raciones econémicas y logisticas hicieron que el
desarrollo de vacunas antiaftosa fuese una alta
prioridady, en ese sentido, el Centro mantendra su
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cometido en esta area sobre estudios de adyuvantes
y sistemas de envio, y realizando investigaciones
sobre vacunas recombinantes. Estas iltimas tienen
la ventaja considerable de que estin libres de
contaminacién potencial con virus vivo, un
problema especialmente identificado en Europa
luego de la reduccién de brotes de la enfermedad
debido a carne y ganado contaminados (20).

El Centro, junto con otros laboratorios de
fiebre aftosa, se encuentra en proceso de establecer
una reserva significativa (banco) de antigenos de
fiebre aftosa concentrados e inactivados que son
almacenados a temperaturas muy bajas. Estos
antigenos serdn reservados para la formulacion de
vacuna para atender situaciones de emergencia,
cuando no se disponga de suministros conven-
cionales. Por lo tanto, estos bancos de antigenos
son especialmente importantes para el plan
hemisférico de erradicacion de la fiebre aftosa
debido a la generacion de extensas areas libres de
la enfermedad y la correspondiente pérdida de
incentivo para el comercio y los laboratorios
oficiales para continuar la produccién de vacuna
antiaftosa.

Las pruebas de potenciay seguridad de vacunas
realizadas tanto por el Centro como en otras
unidades de produccion han sido una importante
area de trabajo. La prueba de seroproteccion ha
sido realizada comounaalternativa mas econémica
para laspruebas de desafio de virus vivoen bovinos.
Estudios similares han examinado otros enfoques
que incluyen cantidad de anticuerpos seronecu-
tralizantes y su correlacion con la potencia en
bovinos (9,12,13,27,29,31,48,49). Sobre esto, el
Centro tiene una importante ventaja sobre otros
laboratorios de fiebre aftosa debido al gran nimero
de sucros y cantidad de datos de potencia de
bovinosdisponibles através desu papelen América
Latina. La seguridad de las vacunas antiaftosa,
especialmente sobre las respuestas alérgicas en
bovinos, también ha formado la base de estudios
realizados por el personal del Centro (24).

Una preocupacion continua entre las auto-
ridades de salud animal en el mundo es la
persistencia de la fiebre aftosa en bovinos después
de recuperados de la infeccion o desafio de campo
de ganado vacunado, y numerosos estudios en el
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Centro y en otras instituciones (30,46,47) han
respondido estas cuestiones. De hecho, hay poca
evidencia de transmisién de animales "portadores”
a bovinos totalmente susceptibles a pesar de
considerables esfuerzos para demostrar esto
experimentalmente. Sin embargo, las autoridades
de salud animal percibieron el riesgo limitado, y la
deteccion de persistenciaen bovinos permanece un
importante desafio. Esto se ha realizado
clasicamente, y continuard a realizarse en el futuro
previsible por el cultivo de fluidos de probang con
células susceptibles.

En PANAFTOSA se han llevado a cabo otros
enfoques paraaumentar las pruebas de infectividad,
incluyendo la medicion de titulos de anticuerpos
contra una de las proteinas no estructurales del
virus, el denominado antigeno VIA (7,10). Esta
prueba da algunas evidencias de si un animal ha
sido vacunado y/o infectado. Sin embargo, como
todas las técnicas seroldgicas, 1a prueba VIA tiene
sus limitaciones y es solo una de las diversas
pruebas realizadas en el Centro para alcanzar el
estado inmunitariode unanimal. Unanuevaprueba
actualmente en estudio examina los niveles de
anticuerpos contra todas las proteinas no
estructurales del virus (22,37). Las proteinas
individuales, que son purificadas de bacterias
recombinantes, son ensayadas por electroforesis
en geles de poliacrilamida y luego marcadas en
tiras de nitrocelulosa. A seguir, las tiras son
embebidas en un pequefio volumen de sueros
bovinos, seguido por anticuerpos antiespeciesy las
bandas tefiidas positivamente son detectadas por
conjugados ELISA clasicosy substratos. Debidoal
objetivo global de erradicar la fiebre aftosa del
hemisferio por una combinacidn de vacunacioén y
medidas zoosanitarias, esta area asumira cada vez
mas importancia para discriminar entre ganado
infectado por virus y libre de virus. La aceptacion
internacional de estas pruebas tendra profundas
implicaciones para la exportacion de carcasas y
ganado en América Latina.

CONCLUSIONES

Esta breve revision del rol de los Servicios de
Laboratorio de PANAFTOSA no tiene la intencion
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deserdidactica, sino que destacalas contribuciones
pasadas y presentes del Centro a la investigacion
en el esquema global para controlar y erradicar la
fiebre aftosa en las Américas. Para el futuro, se
esperaque el programade investigaciéndel Centro
sea altamente flexible y dindmico para alcanzar las
necesidades de los Servicios de Campo de
PANAFTOSA, asi como lasde los paises afectados
por la enfermedad. Las diferentes situaciones
epidemiolégicas que ocurriran, como consecuencia
de la erradicacién progresiva de esta enfermedad
altamente contagiosa, crearan nuevas preguntas y
servirdn de estimulo para nuevos enfoques en el
diagnoéstico y el control. El rol de los Servicios de
Laboratoriode PANAFTOSA serd decisivoparala
erradicacion de la ficbre aftosa y el mantenimiento
del estado de libre de la enfermedad.
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THE RELEVANCE OF THE RESEARCH AND DEVELOPMENT
PROGRAMS OF PANAFTOSA TO THE CONTROL AND ERADICATION
OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE IN THE AMERICAS

V. ASTUDILLO, T.R. DOEL, V.M. VARELA-DIAZ

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
P.O. Box 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brazil

SUMMARY. The contribution made by the Pan American Foot-and-Mouth Disease Center to our
knowledge of vesicular diseases of animals and, in particular, foot-and-mouth disease, has assisted
greatly the control programs initiated during the last four decades. This review examines the
relevance of past research and explores future directions for research and development in relation
to the control and eradication of the disease from the Americas.

The Pan American Foot-and-Mouth Disease
Center PANAFTOSA), located in Rio de Janeiro,
Brazil, is part of the Pan American Health Orga-
nization/World Health Organization (PAHO/
WHO). Since its creation in 1951 by the Organiza-
tion of American States, with the support of the Pan
American Sanitary Bureau and the Inter-Ameri-
can Institute for Cooperation in Agriculture, it has
made significant contributions to the control of
foot-and-mouth disease (FMD) in Latin America
by virtue of its numerous activities. These include
the role of Reference Laboratory for Vesicular
Diseases for the Americas, involvement in techni-
cal cooperation and coordination of programs at
the national and international levels aimed at the
prevention, control and eradication of FMD in
Latin America, FMD vaccine production, research
and development. In 1968, PANAFTOSA came
under the administrative control of PAHO.

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59:10-16, 1993

In 1958, the Food and Agriculture Organiza-
tion (FAO) and the World Reference Laboratory
(WRL), Pirbright, UK., officially recognized
PANAFTOSA as the coordinating organization
for FMD campaigns in South America and as the
communication channel between the countries
and the WRL. This status was accepted in 1960 by
the Office International des Epizooties atits XX VIII
General Session.

In 1969, the Ministers of Agriculture of the
region attending the II Inter-American Meeting
on FMD and other Zoonoses (RICAZ) in Brazil
agreed, in the form of Resolution X, to recognize
PANAFTOSA as the Regional Reference Labo-
ratory of the Americas for FMD diagnosis (42). In
1979, the Ministers of Agriculture of the region,
at the XII RICAZ Meeting in Curagao, also
agreed under Resolution V, to recognize
PANAFTOSA as Regional Reference Laboratory
for quality control of FMD vaccines (43).In 1992,
the XIX Regular Meeting of the South American
Commission for the Control of Foot-and-Mouth
Disease (COSALFA), in Argentina, through
Resolution V, appointed PANAFTOSA as the



Reference Laboratory of the region for the epide-
miological surveillance of vesicular diseases (45).

POLITICAL AND TECHNICAL
DIRECTION

Within the Americas, there are three interna-
tional forums which are pivotal to the establish-
ment of political and technical directives govern-
ing FMD prevention, control and eradication pro-
grams in the hemisphere. These are:

1. TheInter-AmericanMeeting, atthe Min-
isterial Level, on Animal Health (RIMSA, known
as RICAZ prior to 1980) which takes place every
two years to discuss animal health policies in the
region. Typically (47), these meetings operate
against a background of working documents pro-
vided by PAHO and resolutions from mectings
such as COSALFA and COHEFA (see below) and
culminate in resolutions by the representatives of
the member countries. As a consequence, requests
or recommendations may be made to PAHO or to
member countries to implement or otherwise a
course of action. RIMSA also analyzes the pro-
grams and budgets of the PAHO Centers for the
next two years and makes appropriate recommen-
dations to the Director of PAHO for future activi-
ties.

2. TheHemispheric Committeefor theEradi-
cation of Foot-and-Mouth Disease (COHEFA),
which is formed by representatives of the public
sector (Ministries of Agriculture) and private sec-
tor (producers) of six subregions of the Americas.
This meets every two years at the same time as
RIMSA but deals primarily with technical aspects
of the programs for the prevention, control and
eradication of FMD (44) in the Americas. COHEFA
also oversees the financing of the Hemispheric
Plan for the Eradication of FMD. Resolutions of
COHEFA are channelled to the RIMSA meeting
for further discussion and recommendation to
member countries, COSALFA or PAHO, as appro-
priate.

3. COSALFA which consists of directors of
animal health of the South American countries,
meets annually and acts as an advisory group for
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the Director of the Center, who serves as Secretary
ex officio. The objectives of COSALFA are to
promote, coordinate and evaluate national pro-
grams, subregional projects and border agree-
ments regarding FMD in the countries of the
region (26).

The research projects and technical activities
of the Center are also evaluated by an ad hoc
Scientific Advisory Committee made up of scien-
tists of international repute who submit their con-
clusions and recommendations to the Director of
PAHO.

OPERATIONAL BASIS OF
PANAFTOSA

Much of the work of PANAFTOSA is conve-
niently divided into two areas. The first of these is
that of Field Services, which interacts closely with
member countries and provides support in many
ways, including operation of the vesicular disease
continental surveillance system, consultant and
advisory services and technical assistance on dif-
ferent aspects of the control programs, and train-
ing and information. |

The second area is that of Laboratory Ser-
vices, encompassing research, development and
scientific services. This areain turnis underpinned
by essential support services such as those pro-
vided by the small and large animal experimental
groups and the tissue culture laboratory. In certain
respects, the Laboratory Services are remote from
the customers, the veterinary authorities of the
member countries, but this does not in any way
minimize the importance of its work. The follow-
ing section, in which the scientific achievements of
the Center are reviewed, attempts to show the
crucial role that research and development have
played and will continue to play in the diagnosis
and control of FMD in the Americas.

ACHIEVEMENTS AND
FUTURE ACTIVITIES OF THE
LABORATORY SERVICES

Staff of the research laboratories of the Cen-
ter have contributed to our knowledge of a wide

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, §9, 1993
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variety of topics in vesicular diseases of animals,
with particular reference to the diagnosis and
control of FMD. A catalogue of the Center’s
publications from 1952 to 1993 has recently be-
come available and provides a useful summary of
the scientific activities of PANAFTOSA over four
decades (25). Through close interaction and col-
laboration with the diagnosis and vaccine produc-
tion laboratories, many of the developments at the
research level have been transferred effectively to
practical applications.

As stated previously, PANAFTOSA has the
role of Reference Laboratory for the Americas and,
accordingly, one of its major functions is to analyze
samples submitted by member countries. These
may be sera for use in antibody assays or tissue
samples/vesicular fluid for virus detection assays.
In the last decade alone, the diagnostic laboratory
has processed 38,582 samples and clearly plays a
vital role in the vesicular disease surveillance
service of the Center. Because of the need for a
comprehensive knowledge of the strains of FMD
circulating in the field and aspects such as their
relationship with vaccine strains, workers in this
sector have been particularly active in the serologi-
cal characterization of FMD strains occurring in
Latin America using a range of techniques (6,8,
21,28,34). Since the mid-cighties, basic character-
ization studies have been supplemented by mo-
lecularbiological techniques including oligonucle-
otidemapping and nucleic acid sequencing (21, 23),
as well as the selective application of monoclonal
antibodies developed against major strains of FMD
(11).1tisanticipated that the high definition which
can be achieved with the more modern serological
and molecular biological techniques will make
routine diagnosis in the future even more reliable
than at present. Equally, more investigative mo-
lecular epidemiology will be expected to play an
increasingly important role as the numbers of
FMD outbreaks are reduced by the effective imple-
mentation of control programs.

Research into FMD vaccines has always
been a dominant feature of the activities of
PANAFTOSA (40). Early studies which exam-
ined the susceptibility of different cells were fol-
lowed by the adoption and exploitation of virus
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production inboth the Frenkel system and BHK-21
cells (4,38,39). During this period, there were also
extensive studies made with attenuated forms of
the virus because of the considerable successes
achieved with other attenuated virus vaccines (35).
However, the numerous problems associated with
the use of attenuated FMD vaccines led to the
exclusive development and use of inactivated prepa-
rations. In this respect, the Center was at the
forefront and made invaluable contributions in the
areas of inactivation kinetics and adjuvancy. The
deficiencies of formaldehyde inactivation were
soon recognized by the FMD world and the prob-
lem of obtaining the preferred inactivant,
acetylethyleneimine, prompted the evaluation of
alternatives of which binary ethyleneimine (BEI)
was the most successful (/8,19). BEI is a very
effective inactivant provided it is used correctly
and a colorimetric procedure was developed for
monitoring the synthesis of the reagent immedi-
ately prior to its use at the industrial level. BEl is
now used almost exclusively throughout the world
in the production of FMD vaccines.

The Center is also known for its pioneering
work on adjuvants for FMD vaccines, with particu-
lar reference to oil-based preparations
(1,2,3,5,14,15,16,17,32,33,36,40). Numerous pub-
lications covering the quality and duration of
immunity of cattle vaccinated with different prepa-
rations have culminated in the production by
PANAFTOSA of oil adjuvanted FMD vaccines
because of their superiority over classical alumi-
num hydroxide/saponin formulations. This type of
vaccine is also gaining wider acceptance world-
wide for the same reasons. Oil-based vaccines have
also been developed for pigs. The justification for
research aimed at vaccine improvement is simple.
Vaccines against FMD, and particularly the alu-
minum hydroxide/saponin preparations, have to
be applied regularly and comprehensively in order
to achieve high and durable levels of herd immu-
nity. Both economic and logistic considerations
make the development of even better FMD vac-
cines a high priority and the Center will maintain
its committment within this area both with respect
to improved adjuvants and delivery systems as well
as investigations into recombinant vaccines. The



latter have the considerable advantage of freedom
from potential contamination with live virus, a
problem identified particularly in Europe follow-
ing the reduction of outbreaks of discase due to
contaminated meat and livestock (20).

In common with several other FMD labora-
tories, staff of the Center are also in the process of
establishing a significant reserve (bank) of con-
centrated, inactivated FMD antigens which are
stored at very low temperatures. These antigens
will be reserved for formulation into vaccine in
emergencies where conventional supplies are un-
available. Such antigen banks are particularly
relevant, therefore, to the hemispheric plan for the
eradication of FMD because of the generation of
extensive disease-free areas and the corresponding
loss of incentive for commerce and government
laboratories to continue FMD vaccine production.

Potency and safety testing of vaccines made
by both the Center’s facility and by production
units elsewhere has also represented a major area
of work. The mouse protection test was developed
by staff as a less costly alternative to live virus
challenge testing in cattle. Similar studies have
examined other approaches, including measure-
ment of serum neutralizing antibodies and their
correlation with potency in cattle (9,12,13,27,
29,31,48,49). In this respect, the Center has a
significant advantage over other FMD laboratories
because of the very large number of sera and
quantity of cattle potency dataavailable to it through
its role in Latin America. Safety of FMD vaccines
with particular respect to allergic responses in
cattle has also formed the basis of studies by staff
of the Center (24).

A continuing concern among animal health
authorities world-wide is the issue of persistence of
FMD in cattle following recovery from infection or
field challenge of vaccinated livestock, and nu-
merous studies at the Center (30,46,47) and else-
where have addressed the key questions. In fact,
there is very little evidence of transmission from
‘carrier’ animals to fully susceptible livestock
despite considerable attempts to demonstrate this
experimentally. Nevertheless, a finite risk is per-
ceived by the animal health authorities and the
detection of persistence in cattle remains an impor-

13

tant issue. Classically this has been done, and will
continue to be done for the foreseeable future, by
the culture of probang fluids with susceptible cells.

Other approaches have been developed at
PANAFTOSA to augment the infectivity assays
including the measurement of antibody titres
against one of the non-structural proteins of the
virus, the so-called VIA antigen (7,70). This test
gives some indication of whether an animal has
been vaccinated and/or infected. Like all serologi-
cal techniques, however, the VIA test has its
limitations and is just one of an array of tests done
by workers at the Center to assess the immune
status of an animal. A new test, currently under
evaluation, examines antibody levels against all of
the non-structural proteins of the virus (22,37).
The individual proteins, which are purified from
recombinant bacteria, are electrophoresed in poly-
acrylamide gels and then blotted onto nitrocellu-
lose strips. The strips are then soaked in a very
small volume of cattle sera, followed by anti-
species antibodies and positively staining bands
detected by classical ELISA conjugates and sub-
strates. In view of the overall goal to eradicate
FMD from the hemisphere by a combination of
vaccination and zoosanitary measures, this key
area will assume even greater importance in order
to discriminate between virus-infected and virus-
free livestock. International acceptance of such
tests will have profound implications for the export
from Latin America of both carcasses and live-
stock.

CONCLUSIONS

This briefreview of the role of the Laboratory
Services of PANAFTOSA is not intended to be
comprehensive but rather to highlight the past and
present research contributions by staff of the Cen-
ter in the overall scheme to control and eradicate
FMD in the Americas. For the future, the research
programme of the Center is expected to be highly
flexible and dynamic to meet both the needs of the
Field Services of PANAFTOSA and those of the
FMD affected countries. The different epidemio-
logical situations which will arise as a conse-
quence of the progressive eradication of this highly
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contagious disease will pose new questions and
provide the stimulus for new approaches for diag-
nosis and control. The role of the Laboratory
Services of PANAFTOSA will be crucial in the
eradication of FMD and the maintenance of the
disease-free state.
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ASPECTOS INTERSECTORIALES E
INTERDISCIPLINARIOS EN LOS SISTEMAS DE
ATENCION VETERINARIA LOCAL

V. ASTUDILLO, A. ZOTTELE

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. Se observan cambios profundos en los sistemas de atencién veterinaria que se
caracterizan por la creciente participacién de los productores en diversas campafias de sanidad
animal, en particular en el control de lafiebre aftosa. Este proceso se inscribeen la descentralizacion
administrativa de un significativo nimero de actividades sanitarias. La atencién a nivel local y la
participacién han sido un estimulo y una exigencia para que las instituciones relacionadas con la
actividad agropecuariacoordinen esfuerzos parala promociéndel desarrollo. Porotra parte, hay una
creciente demanda para que, en la elaboracién y seguimiento de los planes de trabajo y de
investigacién agropecuaria en el smbito geogrifico del sistema, participen técnicos de las diversas
disciplinas, orientandose a tratar a los problemas sanitarios conjuntamente con los aspectos

relacionados a la productividad y la rentabilidad pecuaria.

Los sistemas de atencién veterinaria se
definen como conjuntos de instituciones, publicas
y privadas, que producen actividades organizadas
para actuar sobre el perfil de salud de los animales
agricolas y de la salud publica. Materializan las
politicas especificas a través de la ejecucién de
acciones y servicios organizados de acuerdo con
los lineamientos y las estrategias globales trazadas
en cada pais, y en el contexto de sus sistemas
productivos y sociales (/1,12).

Los sistemas de atencion veterinaria en salud
animal se han diversificado en tres sectores: a)
servicio veterinario oficial, b) servicios veterinarios
de cooperativas o de organismos integrados de
produccion, y c) atencién privada.

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

En los ultimos afios se ha favorecido la
configuracién de los sistemas locales de atencion
veterinaria operando con un variado nivel de
participacion social, como una alternativa para
afrontar, con mejores resultados, lasactividades de
prevencién, control y erradicacién de las
enfermedades de los animales.

En esta tarea juega un papel decisivo la
iniciativa que, en varios paises, los productores
han asumido a través de sus organizaciones.
Asimismo, las acciones generadas a partir de ese
enfoque promueven cambios desde ¢l punto de
vista organizacional, financieroy del desarrollode
mecanismos de asistencia sanitaria (vacunacién,
control de focos y de trdnsito de animales) y de los
sistemas de informacién y vigilancia epide-
miolégica.

Dos aspectos centrales de esta problematica
son, la participaciéon de los -diversos sectores

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, §9:17-22, 1993
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comprometidos, directa o indirectamente, en la
promocion de lasalud animal en tanto esta depende
de determinantes generales (/3), y la incorporacion
de las distintas disciplinas que explican, desde
multiples perspectivas metodolégicas, el origende
los problemas de salud animal, asi como su
evolucion y los mecanismos sociales e institu-
cionales para modificar cierto estado no deseable.

FORTALECIMIENTO DE LA
ATENCION VETERINARIA LOCAL E
INTERSECTORIALIDAD

Los sistemas de atencion veterinaria tienden
a consolidarse a nivel local por el impacto de dos
fen6menos convergentes: por un lado, la crisis de
los estados latinoamericanos que se materializa en
la incapacidad de generar la cantidad y calidad de
bienes y servicios ofrecidos en décadas anteriores;
por el otro, la percepcion de que los modelos
centralizadosy verticalistasde atencién no permiten
avanzar en las tareas de erradicacion de
enfermedades criticas para la produccién y el
comercio de animales agricolas y sus subproductos.

El deterioro de los servicios publicos de
atencion veterinaria caracteristico de la ultima
década, y su excesivo grado de centralizacion y
burocratizacién acentud la ya limitada capacidad
efectiva de introducir, en el medio pecuario,
modificaciones significativas sobre la salud y la
produccion animal.

Como una derivacién de esta situacion, se
produjo un desgaste que ha afectado el trabajo
sanitario delos prestadores de servicios de atencion
veterinaria, asi como también la motivacion de los
segmentos sociales vinculados a la ganaderia.

En varios paises del continente se desarrolld
una nueva concepcion que crea un ambiente de
responsabilidades reciprocas entre servidores y
beneficiarios en niveles locales. Estas son factibles
de materializar, movilizando todos los recursos
locales, para que las operaciones sanitarias sean
mas efectivas, eficientes y oportunas, en respuesta
a necesidades reales de 1a ganaderia del lugar.

Enla medidaen quesedesarrollalacapacidad
deandlisis yla comprension de larealidad ganadera

Astudillo y Zottele

y delasituacién dela salud animal en el nivel local,
y se identifican y coordinan los recursos existentes
para producir servicios de atencion veterinaria, se
abre la posibilidad de ofrecer una mejor respuesta
a los problemas de la produccién animal (9).

Se han formulado proposiciones de reo-
rientacién técnico-administrativa de la atencién
veterinaria (7). Elfortalecimiento delas operaciones
sanitarias locales y el consiguiente desarrollo de la
participaciéon social y de la coordinacién
intersectorial a ese nivel, han sido considerados
como instrumentos para lograr una mayor
efectividad de las acciones asistenciales, y una
mayor eficiencia en la gestion administrativa.

Desde el punto devista estatal, esta concepcion
responde a requerimientos de descentralizacion
del aparato oficial, buscando una mayor parti-
cipacién social y efectividad de accion. Con esta
reorientacion organizativa se persigue lograr una
mayor capacidad de respuesta, bajo un criterio
geografico-poblacional, alas demandas cambiantes
y especificas de agrupaciones ganaderas afectadas
por problemas epidemiologicos mas o menos
comunes.

Para llevar a cabo esta reorientacion, en el
mecanismo local de atencion veterinaria debe existir
la capacidad de articular, dentro de un espacio
poblacional determinado, todos los recursos
disponibles en funcién de una mejor asistencia
sanitaria animal.

La accién intersectorial en salud animal
consiste en la intervencién coordinada de
instituciones representativas de mds de un sector
social, en accionesdestinadas fotal o parcialmente
a abordar problemas mds relacionados con la
salud animal. Esta accion permite la promocién y
el desarrollo de la atencion veterinaria a nivel
local, asi como la articulacién de recursos
financierosy de cualquier otro tipo, para dar apoyo
a los programas de salud animal.

Los sistemas de atencion veterinaria local se
sustentan, en sintesis, en la participacion de las
instituciones publicas y privadas productoras de
acciones de proteccién y fomento de la salud de las
poblaciones de los animales agricolas. Se incluyen
las asociaciones de productores, agroindustrias,
universidades, institutos de investigacién agro-



pecuaria, gremios profesionales, y ministerio o
secretarias de agricultura. Pero otros sectores de
salud, educacién, y alcaldias, entre otros, son
esenciales para la promocion de la salud animal y,
ademas, son beneficiarios directos de los cambios
en los perfiles de desarrollo ganadero.

En el manejo del sistema local existen pos-
tulados que permiten un mejor funcionamiento (3,
5,6,8), tales como descentralizar técnica y
administrativamente el manejo delos recursosy de
los mecanismos ticticos y operativos; identificar
las necesidades prioritarias de atencion y elaborar
un plan estratégico local; administrar acciones.de
salud, como vacunaciones, vigilancia epidemio-
légica, control de transito, control de focos,etc.; y,
participar activamente en la ejecuciony evaluacion
del plan estratégico local.

En un escenario de politica agropecuaria
nacional, estos sistemas tienden necesariamente a
unaintegracion, tanto con los programas sanitarios
existentes para el control o erradicacién de
enfermedades de los animales, como con otros
programas vinculados a la productividad y
rentabilidad pecuaria.

En este contexto, las universidades, particu-
larmente las facultades de ciencias veterinarias o
zootécnicas, tienen condiciones favorables para
incorporar a sus miembros en los andlisis de la
problematica sanitaria. Esto conlleva la proyeccién
de la universidad hacia la comunidad, a la capaci-
tacion tedrico-practica de los alumnos, y a la
captacion de ingresos propios para esos centros de
estudio.

Uncenso actualizadode proyectosy convenios
con organizaciones nacionales o internacionales
que estén en ejecucion en la region con relacion al
sector pecuario, es de importancia vital para
identificar objetivos comunes que permitan la
integracion y el ahorro de recursos.

Laregionalizaciénde los sistemas productivos
y los canales de comercializacion determinan, en
sus actores sociales, intereses marcados por las
etapas del control sanitario de los animales.

Existen experiencias de incorporacion de la
agroindustria a las exigencias de requisitos
sanitarios, establecidos para la recepcion de
productos como la leche y la carne, e inclusoen la
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diferenciacion de precios de acuerdo con la con-
dicién sanitaria, en la asignacion de tareas, dentro
del sistema local, a sus médicos veterinarios de
asistencia técnica, y en la constitucion de fondos
rotativos para la adquisicién de bioldgicos (2).
También, este es el caso especifico de los labo-
ratorios productores de firmaco-quimicos y
biolégicos, la capacitacion y divulgacion de las
actividades del programa, y la instrumentacion de
ensayos para evaluar el comportamiento de sus
productos en el campo. Es de gran trascendencia el
aporte que el sector educacién o el poder municipal
pueden dar a un modelo de promocion de salud
animal.

En ultima instancia, los procesos determi-
nantes de un perfil de salud dado responden a
problemas que trascienden con mucho el sistema
especifico de atencion veterinaria (/) y, por lo
tanto, exigen niveles de intervencion mas complejos
que reclaman una accién intersectorial.

En la estructura local de produccién animal
se consideran a los pequefios propietarios como
preocupados por problemas que no siempre
coinciden con ciertas estrategias nacionales. Sin
embargo, el hecho de atender los principales
problemas que influyen en su produccioén y
productividad, y de dar prioridad en la asignacion
de recursos publicos hacia este sector de la
poblacién, favorece una mayor y mejor parti-
cipacion,

Los gremios profesionales y en especial los
Colegios Médico Veterinarios constituyen una
pieza importante en el engranaje de los servicios
locales de atencién veterinaria. Aportan ex-
periencias propias de sus actividades en la
jurisdiccion, utiles para el anlisis de la situacién
de salud y la construccion del citado plan
estratégico. Este tipo de organizacion es un
instrumento para incrementar la vinculacion con
los sectores sociales, econdémicos y politicos, para
intervenir en la elaboracién de propuestas de
desarrollo, para ampliar la demanda de trabajo y
para acordar tarifas por servicios segin costos,
ubicacion geografica y tipo de actividad.

La integracion de las labores ejecutadas por
los Ministerios de Salud y de Agricultura a través
de la atencion veterinaria es fundamental para la
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transformacion de la situacién de salud. Una
organizacion de esta naturaleza demanda la
disponibilidad de profesionales como "promotores
de salud". De ahi la importancia de formar a los
funcionarios en esta materia y de diseiiar politicas
de adiestramiento, con este contenido, en las
instituciones nacionales yagencias internacionales
de cooperacion técnica.

Los sistemas locales de atencion veterinaria
configuran un instrumento fundamental para la
elaboracion de politicas y estrategias acordes con
la realidad del campo, las organizaciones politicas
y sociales, las factibilidades de accién en armonia
con la infraestructura existente, los sistemas de
produccion y el perfil epidemioldgico identificado;
y mds ann, contribuirian a obtener el apoyo politico
paralacontinuidad administrativa delos programas
de salud animal y su integracion a las politicas de
desarrollo.

Los sistemas locales de salud demuestran cual
es la practica de la intersectorialidad y cudles son los
resultados que pueden esperarse de ese proceso.

INTERDISCIPLINARIDAD Y LA
ATENCION VETERINARIA LOCAL

Los fendmenos de la salud animal tratados
desde una perspectiva epidemioldgica son feno-
menos articulados a la problematica que tratan las
ciencias sociales. Por otra parte, la realidad social
en su complejidad requiere que sea abordada con
diversos instrumentos metodolégicos, tedricos e
instrumentales que se construyen a partir de distintas
disciplinas.

Alos aspectosbiologicos deben agregarse los
elementos culturales, econdmicos, politicos, geo-
graficos, demograficos, que constituyen la realidad
enlaque debe desenvolverse laatencion veterinaria.

Laintersectorialidad lleva implicita la inter-
disciplinaridad, porque pone en evidencia que el
problema de la atencion veterinaria no es apenas
un problema con especies susceptibles a diversas
enfermedades, sino fundamentalmente un problema
social, en el que intervienen diversos actores con
variados intereses (/0).

Este enfoque es particularmente necesario
cuando se analiza la problematica a nivel local,
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porque cada grupo social con intereses especificos
en la actividad econdémico-ganadera tiene una
"forma de ver y analizar" un problema especifico,
en relacion a su eficacia socioecondémica con
relacion a sus intereses (4). Frente a 1a explicacion
de la presentacion reiterada de algunos problemas
de salud animal y de sus soluciones, en América
Latina se ha observado una confrontacién de
conceptos, teorias, métodos y técnicas, creindose
asi un dmbito de conflictos y consensos entre los
actores sociales.

Lalegitimidad de una forma de pensamiento
frente a la sociedad, solucionada para quienes
tienen el poder de hacer predominar sus proyectos,
es también funcion de la potencialidad de dar
respuesta a los problemas de salud animal desde el
punto de vista de otros actores sociales y demostrar
superioridad, en los planos tecnolégico y metodo-
légico, frente a otras lineas de pensamiento.

Lalegitimacion de un cuerpode pensamiento
exige, por otra parte, ocupar espacios y acumular
fuerzas y también requiere un gran desarrollo
metodoldgico y tecnologico. Esto implica tener la
capacidad de asumir todo el desarrollo cientifico-
técnico anterior, redefinirlo y levantarlo a un nivel
de mayor eficacia y eficiencia, incluyendo en ella
la visiones alternativas del problema.

Como se sefiald, la acumulacién de fuerzas
estara favorecida por esa capacidad de plasmar un
pensamiento mas avanzado ¢ integral sobre los
problemas de salud productiva-enfermedad ani-
mal. Esto estd asociado no solo por la mayor
coherenciay fortaleza teérica de dicho pensamiento,
sino por una capacidad técnica superior a la de las
otras interpretaciones, y a una mayor capacidad de
dar respuesta a los problemas de salud productiva
animal, especialmente en los aspectos percibidos
como relevantes por otros actores sociales, sobre
todode aquellos cuyo concursode poderes necesario
paraviabilizar los proyectos valorados como impor-
tantes socialmente.

Para configurar el cuadro mas probable de
los escenarios donde el proceso de cambio se
desarrollaraes necesarioinferir prospectivamente.
De esta manera, podran evaluarse las posibles
modificaciones que puedan ocurrir en los distintos
aspectos considerados (nivel productivo, problemas



de salud animal, factores de riesgo, estrategias de
transformacion).

Este enfoque supone el desarrollo de una
epidemiologia veterinaria con una concepcion
multidimensional e histérica, que contemple los
escenarios productivos, econdmicos, sociales y
politicos (6). Este campo trasciende los limites de
la epidemiologiay requierede otrasdisciplinas que
expliquen su comportamiento.

El registro y uso de informaciones relativas
a los sistemas productivos, a la agroindustria, y a
los indicadores de morbi-mortalidad y de la
produccion animal constituyen base fundamental
para la construccion de los planes estratégicos y de
investigacion agropecuariaen el ambito geografico
del sistema. Estos facilitan a los profesionales
privados y oficiales una vision con mayor radio de
accion sobre los determinantes de la produccién y
productividad, evitando que se concentren las
operaciones en casos clinicos individuales y
promocionando, a través de un esfuerzo interdis-
ciplinario, el combate poblacional de las enferme-
dades infecto-contagiosas y parasitarias, y de los
problemas de productividad y de rentabilidad
pecuaria.

CONCLUSIONES

La nueva etapa que atraviesa la atencién
veterinariaen AmeéricaLatina demandaun aumento
de la eficiencia, tanto por parte de los servicios
oficiales como del sistema de atencidén en su
conjunto.

Lapromocién de la salud animal se sustentara
en la capacidad que este sistema tenga para
incorporar otras instituciones de importancia so-
cial, politica y econémica. En tal sentido, la
intersectorialidad supone una compleja articulacion
de organismos de diversa naturaleza y funciones,
instrumentados para permitir avanzar con mayor
seguridad y menores costos en los propositos
definidos por los servicios.

En relacion a la elaboracion de planes estra-
tégicos para las actividades agropecuarias y de
salud animal, se incluyen aspectos que solo pueden
ser explicados acudiendo alabiologia, la estadistica,
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la epidemiologia, la economia y la planificacion.
Pero esto no supone una sumatoria cadtica de
disciplinas. Implica un proceso dialéctico que
encierra una sutil trama de combinaciones
metodolégicas reveladoras del caracter transdis-
ciplinario del complejo objeto de estudio, implicito
en la salud animal.
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INTERSECTORAL AND INTERDISCIPLINARY ASPECTS IN THE
LOCAL VETERINARY ATTENTION SYSTEMS

V. ASTUDILLO, A. ZOTTELE

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
P.O. Box 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brazil

SUMMARY. The veterinary attention systems are undergoing profound changes characterized by
the producers’ growing participation in various animal health campaigns, particularly in the control
of foot-and-mouth disease. This process is viewed as part of the administrative decentralization of
a significant number of sanitary activities. Animal-health attention and participation at the local level
have become a stimulus and a necessity, enabling the institutions involved in the agricultural and
livestock-raising activities to coordinate efforts to promote development. Moreover, there is a
growing demand that technical personnel from the various disciplines participate more fully in the
drafting and follow-through of work plans and livestock-related research plans within the system's
geographic scope. Their participation should focus on dealing with the sanitary problems jointlywith
the aspects related to the livestock industry’s productivity and profitability.

The systems of veterinary attention are de-
fined as groups of private and public institutions
that produce activities organized to act on the
profiles of farm animals’ health and public health.
Thesystems materialize the specific policies through
the execution of actions and services organized in
accordance with the global guidelines and strate-
gies planned in each country, and within the
context of their productive and social systems
(11,12).

The animal-health veterinary attention sys-
tems have diversified into three sectors: (a) official
veterinary service, (b) veterinary services operated
by cooperatives or by integrated production agen-
cies, and (c) private attention.

As the alternative producing the best results
in the activities involving the prevention, control

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).

and eradication of animal diseases, recent years
have favored the configuration of veterinary atten-
tion systems operating at the local level.

The initiative that the producers have as-
sumed in various countries through their organiza-
tions plays a decisive rolein this task. Likewise, the
actions generated by this phenomenon promotes
changes in the organizational and financial as-
pects, and prods the development of sanitary assis-
tance mechanisms (vaccination, control of out-
breaks and of animal transit) and of the epidemio-
logical surveillance and information systems.

Two central aspects of this scenario are the
participation of the diverse sectors directly or
indirectly committed to promoting animal health,
inasmuch as it depends on general determining
factors (13), and the inclusion of the distinct
disciplines that, from multiple methodological
perspectives, explain the origin of animal health
problems, their evolution, and the social and insti-
tutional mechanisms for modifying certain unde-
sirable states.
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STRENGTHENING OF LOCAL
VETERINARY ATTENTION AND
INTERSECTORAL ASPECTS

The veterinary attention systems tend to
consolidate at the local level due to the impact of
two converging phenomena: the crisis in the Latin
American states that is materialized in their inabil-
ity to generate the quantity and quality of goods and
services offered in preceding decades; and, on the
other hand, the perception that the centralized and
vertical models of attention stifle progress in the
tasks of eradicating diseases critical to the produc-
tion and trade of farm animals and their by-
products.

The deterioration of the public veterinary
services, a characteristic of the last ten years, and
their excessive degree of centralization and bu-
reaucratization, underscored the already limited
effective capacity to introduce, within the live-
stock-raising sector, significani modifications in
animal production and health.

As an outgrowth of this situation, a fatigue
was produced that has affected the sanitary labors
of the personnel who render the veterinary services
and dampened the motivation of the social seg-
ments related to the livestock industry.

In several countries a new concept is being
developed which creates an environment of recip-
rocal responsibilities between the public veteri-
nary services and the beneficiaries at the local
levels. These responsibilities are viable to materi-
alize, mobilizing all the local resources, in order
for the sanitary operations to become more effec-
tive, efficient and timely, in response to the real
needs of the livestock activity of the area.

To the extent that the capacity of analysis is
developed, along with an understanding of the
livestock-producing reality and the animal-health
situation at the local level, and the services existing
for the production of veterinary attention services
are identified and coordinated, the way is opened
to offering a greater response to the problems of
animal production (9).

Proposals for technical and administrative
reorientation of veterinary attention have been
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formulated (7). The strengthening of the local
sanitary operations and the ensuing development
of social participation and of intersectoral coordi-
nation at that level have been regarded as instru-
ments for attaining greater effectiveness in the
action implemented and greater efficiency in ad-
ministrative activities.

From the point of view of the state, this
concept is a response to requirements to decentral-
ize the official apparatus, in search of wider social
participation and effective action. This organiza-
tional reorientation pursues a greater capability to
respond, in line with geographic and populational
criteria, to the changing and specific demands of
livestock producers’ groups affected by more or
less common epidemiological problems.

Inorderto move ahead with this reorientation,
the local mechanism of veterinary attention should
have the capacity, within a given populational
space, to unite all the available resources on behalf
of a better animal sanitary effort.

Intersectoral animal-health action consists
of the coordinated intervention of institutions
representing more than one social sector in action
destined total or partially to coping with problems
more related to animal health. This action enables
veterinary attention to be promoted and developed
at the local level, and leads to the mobilization of
financial and other kinds of resources in support of
the animal-health programs.

In short, the local veterinary attention sys-
tems are sustained by the participation of the public
and private institutions that yield actions to protect
and improve the health of the farm animal popu-
lations. Such institutions include the livestock
raisers’ associations, agroindustries, universities,
agricultural research institutes, professional groups,
and ministries or secretariats of agriculture. But
other sectors of health, education, and govern-
ment, among others, are essential for the promo-
tion of animal health. Besides, they are direct
beneficiaries of the changes in the profiles of the
livestock industry’s development.

There are certain postulates that serve to
bring about a better functioning of the manage-
ment of the local system (3, 5,6,8), such as: techni-



cal and administrative decentralization of the man-
agement of the resources and of the tactical and
operational mechanisms; identification of the vet-
erinary attention’s priority needs and drafting of a
local strategic plan; administration of health ac-
tions like vaccinations, epidemiological surveil-
lance, transit controls, control of outbreaks, etc;
and, active participation in executing and evaluat-
ing the local strategic plan.

In a scenario of national agricultural and
livestock production policies, these systems neces-
sarily tend toward integration with the sanitary
programs existing for the control or eradication of
animal diseases as well as with other programs
involved in the livestock industry’s productivity
and profitability.

In this context, the universities, especially
the schools of veterinary sciences or animal hus-
bandry, possess favorable conditions for incorpo-
rating their members into the analyses of the
sanitary arena. This fuses the university with the
community and enhances the theoretical and prac-
tical training of its students while also providing an
avenue for funding for the schools.

An updated survey of projects and agree-
ments with national or international organiza-
tions, involving the livestock industry, and cur-
rently under development in the region, is of vital
importance in identifying common objectives that
may lead to integrated execution and therefore
provide a savings of resources.

The regionalization of the productive sys-
tems and the channels of commercialization deter-
mine, in their social actors, interests varying ac-
cording to the stages of animal-health control.

There are experiences whereby agribusiness
has incorporated the requirements of sanitary poli-
cies established for the acceptance of products like
milk and meat, and included in the differentiation
of prices according to the health condition, in the
assignment of tasks within the local system to its
veterinary doctors who provide technical assis-
tance, and in the formation of rotating funds for the
acquisition of biological products (2). Also, this is
the specific case of laboratories that produce phar-
maceutical, chemical and biological products, the
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training and promotion of the program’s activities
and the implementation of tests to assess their
products’ behavior in the field, of great importance
isthe contribution that theeducational sector or the
municipal authorities can lend to a model of ani-
mal-health promotion.

Inthefinal instance, the processes that deter-
mine a given health profile are a response to
problems that highly transcend the specific veteri-
nary attention system (/) and, therefore, demand
more complex levels of intervention which require
intersectoral action.

In the local animal-production structure, the
small proprictors are considered as often con-
cerned with problems that do not always coincide
with certain national strategies. Nevertheless, the
simple fact of coping with the main problems
affecting their production and productivity, and of
giving priority to the allocation of public resources
toward this sector of the population, favors greater
and better participation.

The professional entities, especially the Vet-
erinary Medical Associations make up an impor-
tant piece in the gearbox of the local veterinary
attention services. They contribute their own expe-
riences in the scenario, activities useful for analy-
sis of the health situation and the building of the
given plan of strategy. This type of organization is
an instrument for tightening the relationship with
the social, economic and political sectors, for
intervening in the conceiving of proposals for
development, for expanding the demand for jobs
and for establishing fees and rates for services
according to costs, geographical location and type
of activity.

Integration of the tasks executed by the Min-
istries of Health and Agriculture, through the
veterinary attention services, is fundamental for a
transformation of the health situation. An organi-
zation of this nature requires the availability of
professionals as "health promoters” thus the im-
portance of training personnel in this discipline
and of designing training policies with this content
for the national institutions and international tech-
nical cooperation agencies.
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The local veterinary attention systems con-
figure a fundamental instrument for the setting of
policies and strategies in line with the field reality,
the political and social organizations, the feasibil-
ity of action in harmony with the existing infra-
structure, the production systems and the identi-
fied epidemiological profile. And they would con-
tribute moreover to achieving the political support
that would ensure administrative continuity of
their animal health programs and their integration
within the policies of development.

The local health systems demonstrate what
the practice of intersectorality is and what are the
results that can be expected of this process.

INTEPDISCIPLINARITY AND LOCAL
VETERINARY ATTENTION

The animal-health phenomena viewed from
an epidemiological standpoint are phenomena re-
lated to problems studied by the social sciences.
Moreover, the social reality in all its complexity
requires that it be broached with diverse theoreti-
cal, methodological and operational instruments
built upon various disciplines.

Thecultural, economic, political, geographic,
and demographic elements must be added to the
biological aspects, inasmuch as they constitute the
reality in which the envisaged veterinary attention
is to be developed.

The interdisciplinary aspect is implicit in the
intersectoral approach, because it provides evi-
dence that the problem of veterinary attention is
more than just a problem of species susceptible to
various diseases; it is fundamentally a social prob-
lem in which there are various actors with varying
interests (/0).

This approach is especially necessary when
the problem is analyzed at the local level, because
each social group with specific interests in the
livestock-related economic activity has its own
“way of seeing and analyzing" a specific problem,
vis-a-vis its social and economic efficacy and their
interests (4). Considering the explanation for the
often-repeated presentation of some animal-health
problems and their solutions, a confrontation of
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concepts, theories, methods and techniques has
been observed in Latin America; this has led to the
creation of an environment of conflicts and con-
sensuses among the social actors.

The legitimacy of a form of thought facing
society, resolved for those who have the power to
make their projects predominate, is also a function
of the potentiality of responding to animal-health
problems from the standpoint of other social actors
and demonstrating superiority on the technologi-
cal and methodological planes, in reply to other
lines of thought.

Legitimizing a body of thought requires, on
the other hand, that spaces be occupied and forces
accumulated. It also necessitates substantial meth-
odological and technological development. Thisin
turn implies the need to have the capability of
assuming all the previous scientific and technical
development, redefining it, raising it to a level of
greaterefficacy andefficiency, and including within
it the alternative views of the problem.

Asindicated previously, the accumulation of
forces is favored by this capability to conceive more
advanced and full-range thought about the produc-
tive health-animal disease problem. This is a con-
sequence not only of that thought’s greater coher-
ence and theoretical strength, but also of a techni-
cal capacity superior to that of the other interpre-
tations. Also, it involves a greater capacity to
respond to the problems of productive animal
health, especially in the aspects perceived as rel-
evant by other social actors, notably those whose
exercise of power is needed to render feasible the
projects that we value as socially important.

In order to configure the most probable sce-
nario wherein the process of change will develop,
one must engage in prospective inference. In this
manner one will be able to assess the possible
changes that may occur in the several aspects
considered (productive level, animal-health prob-
lems, risk factors, strategies of transformation).

This approach supposes the development of
a veterinary epidemiology with a multidimen-
sional and historical outlook that contemplates the
productive, economic, social and political sce-
narios (6). This field transcends the limits of



epidemiology and calls on other disciplines to
explain its behavior.

The recording and use of information related
to the productive systems, to agribusiness, to the
indicators of morbidity, mortality and animal pro-
duction, all constitute a fundamental basis for
building the plans of strategy and plans for study-

ing the agricultural and livestock-raising sectors

within the system’s geographic scope. This data
provides the private and official professionals with
a broader view of the factors determining produc-
tion and productivity, preventing operations from
being concentrated solely on individual clinical
cases. Likewise, through interdisciplinary effort, it
also promotes the population-level battle against
infectious, contagious and parasite-caused dis-
eases and against the problems facing productivity
and profitability in the livestock industry.

CONCLUSIONS

The new phase with which veterinary atten-
tion efforts will have to cope in Latin America
requires increased efficiency by both the official
services and the system of attention as a whole.

The advancement of animal health will be
sustained by the system’s capability to incorporate
other socially, politically and economically impor-
tant institutions. In this sense, the intersectoral
approach supposes a complex blending of entities,
agencies and organizations having diverse natures
and functions, but acting cohesively in pursuit of
greater safety and lower costs in achieving the
goals proposed by the animal-health services.

With respect to the conception of strategic
plans for the animal-health and agricultural and
livestock-producing industries’ activities, aspects
are included that can be explained only by resort-
ing tobiology, statistics, epidemiology, economics
and planning. But this does not entail a chaotic
hodge-podge of disciplines. Rather, it implies a
dialectical process that encompasses a subtle un-
derlying weft of methodological combinations re-
vealing the transdisciplinary character of the com-
plex object of study, a character implicit in animal
health.

10.
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LOS CIRCUITOS DE COMERCIALIZACION BOVINA COMO
ELEMENTOS DE INTERVENCION SANITARIA

G. M. DE MORAES

Departamento de Inspeccion y Defensa Agropecuaria de
Mato Grosso do Sul (IAGRO)
Caixa Postal 2011, 79074-460 Campo Grande, MS, Brasil.

RESUMEN. Sedefinen yevaluian los circuitos de comercializacién bovina (CCB) como método para
entender e intervenir epidemiolégicamente en el espacio agropecuario. Cada CCB se define como
aquel espacio geopolitico integrado por agentes que mantienen entre si relaciones de compray venta
de animales durante un periodo de tiempo determinado. Considerando el municipio como unidad
primaria de anélisis, los CCB pueden ser identificados a partir del estudio de la dinamica del transito
bovino, la intensidad y el predominio de la entrada y salida de animales en cada uno de ellos. Se
presenta el caso de Mato Grosso do Sul, Brasil, donde se verifica, para el afio 1989, la existencia de
tres circuitos (Noroeste, Noreste y Sur) y 19 municipios de enlace. Esta constatacién indica
transformaciones en la distribucién de los sistemas de produccién bovina del estado y sugiere ia
necesidad de recaracterizar los ecosistemas de fiebre aftosa para la region. Se concluye que el
transito de animales debe ser considerado como un indicador directo en el anélisis del riesgo de

transmisién de enfermedades, especialmente, en el caso de la fiebre aftosa.

La accién de los servicios de salud animal
presupone, entre otros factores, una comprension
integral del espacio sobre el que ejercen influencia,
siendo posible afirmar que, cuanto mas preciso sea
este conocimiento, mayor serd su capacidad
transformadora.

Un ejemplo de esta relacion lo constituye la
lucha contra la fiebre aftosa en América del Sur. A
partir del final de 1a década del 70, los resultados
poco alentadores obtenidos en el combate a la
enfermedad estimularon la definicion de los
ecosistemas para la fiebre aftosa en base a la
relacion determinante de las formasde organizacion

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

de la produccion sobre el perfil de salud animal.
Apoyandose en sistemas de informacion que
permitieron la elaboracion de indicadores sobre el
comportamiento de la enfermedad, la demografia
animaly laestructura de produccion preponderante
en determinadas regiones (3, /3, 15), la definicién
de estos ecosistemas proporciond a los agentes
sanitarios la posibilidad de intervenir sobre el
medioatravés de acciones diferenciadasde acuerdo
con las particularidades y los objetivos previstos en
cada caso.

No obstante, las informaciones necesarias
para la definicion de los ecosistemas no siempre
estan disponibles en los servicios de salud animal,
hecho que dificulta su operacionalizacién,
principalmente en las regiones en proceso de
desarrollo agropecuario.

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59:29-36, 1993
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El transito de animales ha sido reconocido
histdricamente como uno de los principales
determinantes en la difusion de la ficbre aftosa
(2,4,7) asicomo el papel destacado que tiene en los
programas de combate (3, 6). En Brasil la relacién
directa entre el transito bovino y la fiebre aftosa,
donde los periodos de mayor intensidad de flujo
bovino se corresponden con los de incidencia mas
alta, ha sido evidenciada en diferentes épocas y
regiones (8,10,11,12,14).

Entre las informaciones normalmente
generadas durante la acciéon de los servicios
veterinarios, el presente trabajo procura valorizar
las relativas al control del transito bovino, propo-
niendo una metodologia que permite una lectura
complementaria del espacio agropecuario en base
a los circuitos de comercializacién bovina (CCB),
como otraforma deorientar lasacciones sanitarias,
en especial, en el caso de la fiebre aftosa.

METODOLOGIA UTILIZADA

El concepto de CCB surge en base a las
relaciones de intercambio que se establecen entre
los distintos agentes que integran el proceso de
produccién bovina y que se relacionan entre si de
forma dindmica, influenciados por factores socio-
econdmicos, como la proximidad geografica,
presencia de mercados consumidores y valor
comercial del producto en los diferentes mercados
y épocas.

Un CCB puede ser definido como: aquel
espacio geopolitico constituido por elementos que
mantienen entre si un cierto grado de relacion
(GR) de compra y venta de bovinos durante un
periodo determinado.

Estos elementos constituyen las unidades
basicas de cada circuito y son los agentes del
proceso, agrupados en niveles que pueden variar
de acuerdo con el objeto y los objetivos del estudio
(productores individuales, municipios, etc.).

El GR expresa la intensidad del intercambio
que existe entre los agentes, cuanto mayor sea el
GR mds cerrado e independiente sera el circuito.

Moraes

Cada agente mantiene un determinado GR
con cada uno de los demas integrantes del circuito,
asi como con otros agentes que no pertenecen al
mismo. De esta forma, el GR final de un CCB esta
representado por la proporcién de GRs entre
integrantes en relacion al total de relaciones
establecidas por cada uno de ellos:

ZGR entre elementos del CCB
GR del CCB =

ZGR total de los elementos del CCB

Para este trabajo anivel estadual, se considerd
a los municipios como las unidades basicas para
definir a los CCB. De esta forma, las entradas y
salidas de animales de los municipios se analizan
de forma independiente mediante el calculo del
grado de relacion por ingresos (GRI) y el grado de
relacion por egresos (GRE). Para ello, se disponen
los datos en los cuadros, de forma de poder obtener
el total de animales entrados y salidos de cada
municipio, asi como las cifras parciales discrimi-
nadas por origen y destino respectivamente,

X

GRI = x 100
IX,

1

donde:
GRL esel gradoderelacion por ingresos de

un determinado municipio prove-
niente del municipio 7;

X eslacantidaddebovinosque ingresan
en un determinado municipio prove-
niente del municipio i.

Yj
GREJ. = x 100
EYj

donde:
GREJ. es el grado de relacion por egresos de
undeterminado municipio con destino
al municipio J;



Y, eslacantidad de bovinos que egresan
de un determinado municipio con des-
tino al municipio .

Una vez que todas las relaciones establecidas
por un municipio han sido cuantificadas se las
dispone en forma decreciente para apreciar su
importanciarelativa. Resultaconveniente eliminar
las inferiores a 1%, desde que la sumatoria de las
restantes represente por lo menos 90% del transito
de ingreso o egreso, porque existen altas proba-
bilidades de ser resultado de un intercambio
ocasional.

La delimitacion de los CCB comienza por la
seleccion de aquellos municipios mas represen-
tativos. Un primer criterio de seleccion estd
constituido por el peso relativo que tiene cada
municipio, en relacién al transito total del estado:

DM, + DE, + FE,
TTM, = x 100
I(DM, + DE. + FE)

donde:
TTM. es el porcentaje del transito total del

1
Municipio J;
DM, el transito total dentro del municipio
(intramunicipal);
DE. eltrénsito total por ingresos o egresos
del municipio / dentro del estado;

FE. el transito total de municipios fuera
del estado (interestadual).

En segundo lugar, entre los municipios con
mds altos valores de TTM se seleccionan, como
referencia, aquellos que presentan menor grado de
relacion entre si, GRE y GRI. Con esta base, se
aglutinan primero las unidades de alto GR con los
municipios de referencia, complementando esto
con criterios como la proximidad geografica y por
conocimiento de la realidad local.

Esta aglutinacién inicial en torno a los
municipiosde referenciatiene como objetivo formar
los nucleos primarios que daran origen a los CCB.
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La intensidad de relacion inicialmente utilizada
como factor aglutinante, depende del GRE y del
GRI entre los municipios proximos entre si.

Los municipios que se relacionan indistin-
tamente con nicleos primarios diferentes o con
fuerte GR con otros geograficamente distantes se
denominan municipios de enlace. El grado de
relacion entre y con los municipios de enlace se
denomina grado de relacién de enlace (GRL).

A efectosde definir los circuitos de comercia-
lizacién se siguieron los siguientes criterios:

a) situacion geografica; cada municipio debe
limitar con por lo menos uno de los integrantes del
nucleo primario, u otro municipio que tenga limites
con este y asi sucesivamente;

b) grado de relacion; el valor, tanto el GRE
como el GRI, debe ser superior al estipulado para
¢l factor aglutinante;

c) el GRL puede ser utilizado para definir la
participacién de un municipio en determinado
CCB desde que no sea mayor que el GRE o el GRI.

El GR entre los municipios integrantes de un
mismo circuito se¢ denomina grado de relacion
interna (GRD), mientras que el grado de relacién
que mantienen con municipios situados fuera del
estado es llamado grado de relacién fuera del
estado (GRF), de modo que el grado total de
relaciones (GRT) establecidas por un municipio
es:

GRT,,., =GRD,__ +GRL,

GRT = GRD + GRL + GRF

egreso egreso egreso egreso

, + GRF,

ingreso

El GRE y GRI de un circuito de comercia-
lizacién es la media de los GRE y GRI de los
municipios que lo componen:

Iz, I‘.wi
GRICCB = y GRECCB =
EZJ. ).‘,Wj
donde:
z, = cantidad de bovinos que entran al

municipio / desde los otros municipios
que integran el circuito, municipios de
enlace, y de fuera del estado;
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Z = total de bovinos que ingresan al
municipio i;

w. = cantidad de bovinos que salen del

municipio i con destino a los otros

municipios que integran el circuito,

municipios de enlace y para fuera del

estado;

W. = total de bovinos que salen del
municipio j.

El GR final de un CCB est4 dado por:

lei + }.‘.wi
GRCCB =
ZZJ. + ).‘.Wj

EL CASO DEL ESTADO DE
MATO GROSSO DO SUL, BRASIL

Con la metodologia propuesta se analizo el
estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. En el afio de
1989 su rebaiio bovino era el segundo en el Brasil
con 17.732.406 animales distribuidos por todo el
territorio (9). Responsable porel 29,8%del producto
internobruto del estado (/, 5) presenté, en el periodo
1980-1990, una tasa de crecimiento anual del
4,9%, constituyendo un factor importante de
desarrollo socioeconomico, con marcado predo-
minio de las explotaciones extensivas para
produccioén de carne con razas cebuinas y una
menor proporcion de establecimientos de cria
semiintensivos, siendo muy reducida la cria
intensiva.

Fueron utilizados los datos de transito corres-
pondientes al afio de 1989 siendo posible discri-
minar, para cada movimiento, el municipio de
salida del ganado, ¢l municipio de destino y la
finalidad del movimiento (cria/recria, engorde,
reproduccion y frigorifico).

Se identificaron tres circuitos de comer-
cializacién denominados Noreste (NE), Noroeste
(NO) y Sur (SUR) y 19 municipios de enlace
(cuadros 1,2y figura 1). El grado de independencia
entre los CCB vari6 entre 83,9% y 89,6%, siendo

Moraes

el circuito més independiente el NE, seguido del
NOy SUR.

Por su parte, el circuito SUR presenta el
menor GRI, lo que indica mayor dependencia
externa, siendo su principal proveedor el circuito
NO. Tanto el circuito SUR como el NE se
caracterizan por la salida de animales con destino
principal amatanza, mientras que en el caso de NO
la salida se da en direccidn al mercado interno.

Eltransitointerestadual se refleja enel cuadro
3, apareciendo los circuitos NE y SUR los que ms
animales envian para fuera del estado. El GRF
representa aproximadamente la mitad del transito
de salida del circuito NE, siendo el principal
destino el estado de Sdo Paulo, mientras que, para
el circuito SUR, también con GRF elevado, el
principal destino es el estado de Parana. El GRF
bajo del circuito NO, comparado a los otros dos,
demuestra la tendencia al abastecimiento interno
de Mato Grosso do Sul.

En cuanto a los municipios de enlace, los
principales exportadores de bovinos est4n en la
region limitrofe con S3o Paulo y Parana, estados
responsables por mas del 90% del transito
interestadual de Mato Grosso do Sul en 1989.

La dindmica de los CCB y municipios de
enlace se puede apreciar en la figura 2. El grosor
delasflechas tiene relaciondirectacon la intensidad
del transito.

En los municipios situados en la region
limite con los estados de Sdo Pauloy Parana, donde
la tierra tiene mayor valor, la cria de bovinos se
dedicaba a las actividades de engorde mientras que
en los municipios del interior, principalmente en
los "pantaneros", predominaron las fases de cria y
recria, demostrdndose un ejemplo tipico del
desarrollo ganadero latinoamericano (/3,15).

En una primera instancia, la existencia de
estos CCB indica una transformacién en la
distribucion de las formas de produccién bovina
del estado. Histéricamente, la cria de bovinos en
esta region dejé de ser una actividad secundaria al
objetivo principal de extraccién de oroy diamantes,
para transformarse en la actividad dominante,
estimulada por un creciente mercado consumidor
representado por las regiones sur y sureste.
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Cuadro 3. Principales estados receptores de bovinos provenientes de

Mato Grosso do Sul, 1989

NE SUR NO MUNICIPIOS ENLACE TOTAL

ESTADO

N.BOV. % N.BOV. %  N.BOV. % N.BOV. % N.BOV. %
Sdo Paulo 441111 91,0 101947 28,7 173615 68,9 262511 613 979184 64,7
Parana 12037 2,5 209622 59,1 53568 21,3 143278 33,5 418505 27,6
Santa Catarina _ — 31589 89 6316 2,5 7866 1,8 45771 3,0
Goias 12677 2,6 _ - _ — 896 02 13573 09
Minas Gerais 7595 1,6 —_ - 2054 08 272 0,1 9921 0,7
Mato Grosso 5648 12 _ — _ — 3255 0,8 8903 0,6
TOTAL 479068 98,9 343158 96,7 249630 99,1 418078 97,7 1475857 97,5

NE = circuito noreste; SUR = circuito sur; NO = circuito noroeste

Los CCB revelaron una alteracion de ese
comportamientode la distribucion dela produccion
ganadera ya que, actualmente, la gran mayoria de
los municipios se caracteriza por el ciclo completo
sin predominio de ninguna de las etapas
productivas. Esta alteracion es consecuencia de la
radicacion de las agroindustrias y de la expansion
y surgimiento de nuevos mercados de consumo.

Por tanto, esta transformacion en la distri-
bucién de las formas de organizaciéon de la
produccion bovina presupone una transformacién
de los ecosistemas definidos para ficbre aftosa en
el estado, una vez que estos estén fundamentados
en la existencia y comportamiento de aquellos.

En el estado de Mato Grosso do Sul fueron
definidos un ecosistema endémico en la region
noroeste (Pantanal sur y municipios limitrofes) y
un ecosistema epiendémico en lo que resta del
estado (6). Actualmente, este Gltimo estd dividido
en una region de alto riesgo, representado por los
municipios préximos al ecosistema endémico, y
una regién de bajo riesgo, formado por los
municipios proximos a los estados deParandy Sdo
Paulo. Esta definicion se basa en un gradiente de

produccion bovina que va desde el ecosistema
endémico como proveedor de ganado para engorde
al resto del estado, y posterior envio afrigorificoen
las regiones noroeste de Sdo Paulo y noreste de
Parana,

Actualmente esta relacion esta alterada, como
lodemuestra lapresencia delos CCB. Los circuitos
reflejan la existencia de espacios pecuarios distintos
donde la caracterizacion de la produccioén bovina
y del comportamiento de la enfermedad precisan
ser redefinidos. Las definiciones hasta hoy en vigor
se presentan como reduccionistas, tanto para la
comprension como para la intervencion sobre el
problema.

CONSIDERACIONES FINALES

La metodologia propuesta para el estudio del
transito bovino, basada en el analisis de la relacion
origen/destino de los productos involucrados en el
proceso, se mostré eficiente para la definicion
temporal de los distintos espacios donde se realiza
la comercializacion bovina.

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993
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La consolidaciéon de los CCB para una
determinada region contribuye al conocimicnto
necesario en el proceso de erradicacién de
enfermedadesya que permite ligar areas limitadas,
no por limites politicos, sino por relaciones
comerciales entre los agentes participantes del
proceso. Debido al caricter dinamico del proceso
de produccion pecuario, estos circuitos deberian
ser permanentemente reavaluados como forma de
evidenciar los cambios y poder direccionar las
acciones sanitarias.
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THE BOVINE COMMERCIALIZATION CIRCUITS AS
ELEMENTS OF SANITARY INTERVENTION

G.M. DE MORAES

Departamento de Inspe¢do y Defesa Agropecudria de
Mato Grosso do Sul (IAGRO)
P.O. Box 2011, 79074-460 Campo Grande, MS, Brazil

SUMMARY. The bovine commercialization circuits (CCB) are defined and assessed as a method to
understand and epidemiologically intervene in the agricultural and livestock-producing space. Each
CCB is defined as that geopolitical space containing agents that maintain mutual relationships of
buying and selling animals during a determined period of time. Considering the municipality as the
primary unit of analysis, the CCBs may be identified from a study of the dynamics of bovine animal
transit, the intensity and predominance of animal entry and exit in each one of them. The case of
Brazil's state of Mato Grosso do Sul is examined for the year 1989, yielding the existence of three
circuits (Northwest, Northeast and South) and 19 linking municipalities. The results indicate
transformations in the distribution of the state’s bovine production systems and suggests the need
to redefine the foot-and-mouth disease ecosystems in the region. it is concluded that animal transit
should be considered as a direct indicator in the analysis of the risk of disease transmission,
especially in the case of foot-and-mouth disease.

The action of the animal-health services
presupposes, among other factors, a full under-
standing of the space over which they exercise
influence; one may even affirm that the more
precise the knowledge, the greater will be their
capability to transform the situation.

The struggle against foot-and-mouth disease
in South America is an example of this relation-
ship. From the end of the 1970’s on, the few
encouraging results achieved in fighting the dis-
ease stimulated efforts to define the foot-and-
mouth disease ecosystems based on the determin-
ing relationship between the organizational forms
of production and the animal-health profile. Sup-

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).

ported by information systems that led to the
determination of indicators of the disease’s behav-
ior, animal demography and the production struc-
ture preponderant in certain regions (3, 13, 15),the
definition of these ecosystems afforded health
agents the possibility ofintervening in the environ-
ment by means of differentiated actions according
to the particularities and objectives envisaged in
each case.

However, the information needed for defin-
ing the ecosystems is not always available in the
animal-health services; this situation makes
operationalization difficult, especially in the re-
gions undergoing agricultural and livestock-rais-
ing development.

The transit of animals has been historically
recognized as one of the main determinants in the
spread of foot-and-mouth disease (2,4,7), as well
as being a major factor in the anti-foot-and-mouth
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disease programs (5,6). In Brazil, the direct rela-
tionship between cattle transit and foot-and-mouth
disease, where the periods of greatest cattle move-
ments coincide with the periods of highest disease
incidence, has been evidenced in different times
and regions (8,10,11,12,14).

Among the information normally generated
during the action of the veterinary services, this
study is intended to enhance the data on bovine
transit control; it proposes a methodology that
provides a complementary reading of the agricul-
tural and livestock-production space based on the
bovine commercialization circuits (CCB) as an-
other form of orienting animal-health actions,
especially in the case of foot-and-mouth disease.

METHODOLOGY UTILIZED

The CCB concept emerges as a function of
the interchange relationships established among
the various agents composing the bovine produc-
tion process, and which are dynamically interre-
lated and influenced by socioeconomic factors
such as geographic proximity, presence of con-
sumer markets and commercial value of the prod-
uct in the different markets and times.

A CCB may be defined as: that geopolitical
space constituted of elements that mutually main-
tain a certain degree of relationship (GR) in the
buying and selling of bovines during a given
period.

These elements constitute the basic units of
each circuit; they are the agents of the process,
grouped in levels that may vary according to the
object and the objectives of the study (individual
producers, municipalities, etc.).

The GR expresses the intensity of the inter-
change that exists among the agents; the greater
the GR, the more closed and independent will be
the circuit.

Each agent maintains a certain GR with each
of the other members of the circuit, and with other
agents not belonging to the circuit. Thus the final
GR of a CCB is represented by the number of GRs
among members over the total of relationships
established by each one of them:

Moraes

GR of ZGR between elements of the CCB
the CCB =

ZTotal GR of the elements of the CCB

For the purpose of conducting this study at
the state level, the municipalities were regarded as
the basic units in defining the CCBs. The entries
and exits of animals into and from the municipali-
ties are therefore analyzed in an independent man-
ner by calculating the degree of relationship estab-
lished on the basis of "inbound animals" (GRI) and
the degree of relationship established on the basis
of "outbound animals" (GRE). To this end the data
are shown on the tables in order to obtain the total
of animals entering into or exiting from each
municipality, and the partial numbers classified by
origin and destination, respectively.

Xi
GRI, = x 100
IX,

where:
GRI isthedegreeof relationship by entries
from a determined municipality com-
ing from municipality i;
X, is the number of cattle entering a
determined municipality from mu-
nicipality i,

Y.
i

zY.
i

x 100

GREJ. =

where:

GREJ. is the degree of relationship by exit
from a determined municipality to-
wards municipality ;;

Y, number of animals outbounded from
a determined municipality towards
municipality ;.

When all the relationships established by a
municipality have been quantified they are ar-
ranged in decreasing order for an assessment of
their relative importance. Those under 1% should
be eliminated because it is highly probable that



they are the result of only occasional interchange,
provided that the sum of the remainder represent
at least 90% of the inbound and outbound transit.

The delimitation of the CCBs begins with the
selection of the most representative municipali-
ties. A primary criterion of selection is the relative
weight that each municipality has inrelation to the
total transit in the state:

DM, + DE, + FE,
TT™, = x 100
I(OM, + DE, + FE)

where:
TTM, is the percentage of total transit in
municipality i;
DM, total transit in the municipality
(intramunicipal)

DE, total transit by entries and exits for
municipality / within the state;

FE, total transit of the municipalities out-
side the state (interstate).

Secondly, among the municipalities having
the highest TTM values, those showing lower
degrees of GRE and GRI relationships between
each other are selected as references. On this basis,
the high GR units are first grouped with the
reference municipalities, and this is complemented
with criteria like geographic proximity and other
information on the local reality.

The objective of this initial grouping around
the reference municipalities is to form the primary
nuclei that will originate the CCBs. The intensity
of the relationship initially utilized as the grouping
factor depends on the GRE and GRI between the
municipalities close to each other.

The municipalities that interact indistinctly
with different primary nuclei or that have a strong
GR with others geographically distant are called
linking municipalities. The degree of relationship
between and with the linking municipalities is
referred to as the degree of linking relationship
(GRL).
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The following criteria were used todefine the
commercialization circuits;

(a) geographical location: each municipality
should border with at least one of the members of
the primary nucleus, or with another municipality
limiting on the primary nucleus, and so on, succes-
sively;

(b) degree of relationship: the value of the
GRE and GRI should be higher than the value
stipulated for the grouping factor;

(c) the GRL may be utilized to define the
participation of a municipality in a given CCB
provided that itis not higher than the GRE or GRI.

The GR for the municipalities within a given
circuit is called the degree of internal relationship
(GRD), while the degree of relationship that they
have with municipalities located outside the state
is called “degree of out-of-state relationship”
(GRF). Therefore, the total degree of relationships
(GRT) established by a municipality is:

GRT
GRT

GRD + GRL

inbound inbound inbound

GRDout.bound+ GRLoutbound+ GRFoutbound

* GRFinbound

outbound=

The GRE and GRI of a commercialization
circuit is the mean of the GRE and GRI of the
municipalities that compose it:

Zz, Iw,

GRI,,= — and GRE_, = —

IZ ZW.
) ]
where:

z, = number of cattle entering the munici-
pality i from other municipalities in
the circuit, from linking municipali-
ties, and from out of state;

Z = total of cattle entering municipality i;

= number of cattle exiting from munici-
pality i bound to other municipalities
in the circuit, to linking municipali-
ties, and to out of the state areas;

W. = total of cattle exiting from muni-

cipality ;.
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The final GR of a CCB is given as:

I.’.zi + Ewi
GR,,, = ——mMM——
XZ + IW
1 J
THE CASE OF THE STATE OF

MATO GROSSO DO SUL, BRAZIL

The proposed methodology was used to ana-
lyze the state of Mato Grosso do Sul, Brazil, for the
year of 1989. Its bovine herd of 17,732,406 head
was Brazil’s second largest that year (9). Account-
ing for 29.8% of the state’s gross internal product
(1,5), it grew from 1980 to 1990 at an annual rate
of 4.9%. The livestock industry is an important
factor in socioeconomic development in the state,
with a predominance of extensive open-range beef
production with zebu breeds, a smaller number of
semi-intensive establishments, and a very small
percentage of intensive or feedlot properties.

Transit data for 1989 were used. It was
possible to determine, for each movement, the
municipality from which the animals exited, the
municipality which they entered, and the purpose
of the transit (breeding, grazing, fattening, repro-
duction and slaughter).

Three commercialization circuits were iden-
tified, called the Northeast (NE), Northwest (NO)
and South (SUR) circuits, as well as 19 linking
municipalities (tables 1, 2, and figure 1). The
degree of independence among the CCBs varied
from 83.9% to 89.6%; the most independent cir-
cuit was the NE, followed by NO and then SUR.

The SUR circuit showed the lowest GRI,
which indicates higher external dependence, and
the NO circuit was the principal supplier. The SUR
and NE circuits are both characterized by the
exiting of animals bound for slaughter, while the
animals exiting in the NO circuit are bound for the
internal market.

Interstate transit is shown in table 3, which
indicates that the NE and SUR circuits are those
which route most of the animals out of the state.
The GRF represents approximately half of the

Moraes

outbound transit of circuit NE, with Sio Paulo as
the main destination state. For circuit SUR, also
showing a high GRF, the main destination is the
state of Parana. The low GRF of the NO circuit,
when compared to the other two circuits, shows the
internal supply tendency of the state of Mato
Grosso do Sul.

With regard to the linking municipalities,
the main bovine exporters are in the region border-
ing S4o Paulo and Paran, states that accounted for
more than 90% of the interstate transit from Mato
Grosso do Sul in 1989.

The dynamics of the CCBs and linking mu-
nicipalities can be appreciated in figure 2, where
the thickness of the arrows reflects the intensity of
the transit.

In the municipalities bordering the states of
Sdo Paulo and Parand, where the value of land is
higher, it was mostly used for fattening and finish-
ing-out purposes. But the municipalities farther
inland, mainly those located in the "pantanal"
region,were predominantly dedicated to the breed-
ing, calving and prefattening stages. This example
istypical oflivestock development in Latin America
(13,13).

In the first instance the existence of these
CCBs indicates a transformation in the distribu-
tion of the state’s cattle production forms. Histori-
cally, cattleraising in this region was an activity
sccondary to the main objectives of gold and
diamond mining, but has since become the domi-
nant economic activity. The stimulus was the
growing consumer market in the south and south-
eastern regions.

The CCBs have revealed a change in the
behavior of the distribution of the livestock-pro-
duction organization in the state. Presently, the
great majority of the municipalities is character-
ized by the complete livestock-production cycle,
without predominance of any single one of the
production stages. This overall change is a conse-
quence of the fact that agribusiness has moved into
the interior while new consumer markets have
emerged and/or expanded.

Consequently, this transformation in the dis-
tribution of the ways of organizing the bovine
production implies a transformation in the ecosys-
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Northwest Circuit (NO)
Il Ssouth Circuit (SUR)
Northeast Circuit (NE)
D Linking Municipalities

Figure 1. Bovine commercialization circuits and linking municipalities.
Mato Grosso do Sul, 1989
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Figure 2. Dynamics of Bovine Transit according to the CCBs. Mato Grosso do Sul, 1989
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Table 3. Main states receiving cattle produced in Mato Grosso do Sul, 1989

Linking
NE SUR NO municipalities Total

State

Head % Head % Head % Head % Head %
S#o Paulo 441111 91.0 101947 28.7 173615 68.9 262511 613 979184 64.7
Parand 12037 2.5 209622 59.1 53568 21.3 143278 33.5 418505 27.6
Santa Catarina _— —_ 31589 89 6316 2.5 7866 1.8 45771 3.0
Goias 12677 26 — — _— — 896 02 13573 09
Minas Gerais 7595 1.6 —_ — 2054 0.8 272 0.1 9921 0.7
Mato Grosso 5648 1.2 —_ - _ — 3255 0.8 8903 0.6
TOTAL 479068 98.9 343158 96.7 249630 99.1 418078 97.7 1475857 97.5

NE = Northeast Circuit, SUR = South Circuit; NO = Nothwest Circuit

tems defined for foot-and-mouth disease in the
state, once these are based in the existence and
behavior of the primer.

Studies of the State of Mato Grosso do Sul
led to the identification of an endemic ecosystem
in the northwestern region (southern Pantanal
andbordering municipalities) and of an epiendemic
ecosystem in the rest of the state (6). Presently, the
latter ecosystem is divided into a high-risk region
represented by the municipalities near the en-
demic ecosystem, and a low-risk region compris-
ing the municipalities near the states of Parana
and S3o Paulo. This definition isbased on a bovine
production gradient that extends from the en-
demic ecosystem as a provider of cattle for fatten-
ing to the rest of the state, and later forwarding to
slaughter in the northwestern region of Sdo Paulo
and northeastern region of Parana,

As the CCBs have demonstrated, this rela-
tionship has been changed. The circuits reflect the
existence of distinct livestock-production spaces
wherein the characterization of cattle production
and of the disease’s behavior should be reanalyzed
and redefined. The definitions in use up to the

present are seen nowadays as "reductionist" for
both understanding and intervention in the prob-
lem.

FINAL REMARKS

The methodology proposed for the study of
bovine transit, based on an analysis of the source/
destination relationship of the products involved
in the process, was shown to be efficient for a
temporal definition of the distinct spaces wherein
the commercialization of bovines is conducted.

The consolidation of the CCBs for a given
region contributes to the knowledge required in the
process of disease eradication; it enables students
of the subject to link areas limited not by political
limitsbut rather by commercial relationships among
the agents participating in the process. Due to the
dynamic character of the livestock-production pro-
cess, these circuits should be continually studied
and reassessed as a way of discovering and evi-
dencing the changes and enabling health action to
be effectively directed.

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993
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RESUMEN. Los programas de erradicacién de la fiebre aftosa se encuentran en fase avanzada en
varios paises de América del Sur. Asimismo, otras regiones del continente libres de la enfermedad
desarrollan actividades de prevencién, imprescindibles para evitar la introduccién del virus. En
ambas situaciones existe un amplio sector de tenedores de ganado, caracterizados genéricamente
como pequefios productores. Ellos han acompafiado en buena medida el esfuerzo continental por
eliminar este flagelo. Sin embargo, la prevencién y erradicacién de la fiebre aftosa se sustentari en
bases débiles si no se estimula una participacién més activa de estos productores. Para tal fin, es
preciso que los programas de fiebre aftosa se incorporen como un componente mas en el conjunto
de las actividades de desarrollo previstas para ese sector. Esta perspectiva demanda un mayor
conocimiento sobre las caracteristicas de las producciones familiares pecuarias en el continente y

el curso de las politicas institucionales implementadas para el sector.

Después de un extenso periodo en el que
predominé una concepcion del Estado como
regulador principal de las actividades econémicas
y sociales, los fundamentos de esa funcién han sido
reconsiderados. El déficit fiscal y la ineficienciaen
el uso de los recursos, entre otros factores,
contribuyeron al descrédito de ciertas actividades
piblicasy a los periédicos procesos inflacionarios,
con sus secuelas de especulacion y problemas de
calculo econdémico para la inversién y el gasto.

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

Estos hechos debilitaron la capacidad de
respuesta a los distintos problemas sectoriales. En
particular, el deterioro de los servicios publicos de
atencién veterinaria, su excesivo grado de centra-
lizaciény burocratizaciénacentuaron laya limitada
capacidad efectiva de introducir, en el medio
pecuario, modificaciones significativas sobre el
comportamiento de los perfiles de salud y produc-
cién animal.

El consenso sobre las ventajas del sector
publico en la orientacién del desarrollo cedié
lugar, frente a los modelos que proponen la libe-
racion de mercados y la privatizacién de empresas
estatales, como palancas para ese desarrollo. Como
parte de las propuestas neoliberales, las politicas
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econémicas estimularon la drastica disminucién
de las funciones del Estado como generador de
bienes y servicios. Una consecuencia de esta
situacion fue la restriccion de recursos, que afect6
tanto el trabajo sanitario de los prestadores de
servicios de atencion veterinaria, como la
motivacion de los segmentos sociales vinculados a
la ganaderia.

Sinembargo, a medida que algunas regiones
desarrollaron la capacidad de analisis y
comprension de la realidad ganaderay de la situa-
ciéon de la salud animal en el nivel local, se
identificaron y coordinaron los recursos existentes
para producir servicios de atencidn veterinaria,
abriendo la posibilidad de ofrecer una mejor
respuesta a los problemas de 1a produccion animal.

Las nuevas situaciones demandan con
urgencia que se incorporen alternativas para los
pequeiios productores, considerando sus expec-
tativas y potencialidades, lo que por otra parte, es
un requisito para aumentar su participacion. (8,9).

En este contexto, aparecen cinco campos de
accion relacionados con el mejoramiento de los
perfiles de salud animal en areas familiares de
produccion:

- promoverlasaluden el desarrollo mediante
1a cooperacion al fomento ganadero en los sectores
familiares de produccion;

- impulsar la reforma del sector mediante
procesos de descentralizacion técnica, adminis-
trativa y financiera de los Servicios Sanitarios
Oficiales, que permitan la integracion de los
productores en los denominados Sistemas Locales
de Atencién Veterinaria,

- promover lasalud a partir de la concepcion
de que los programas de salud animal constituyen
un puente entre la agricultura y la salud publica;

- estimular la proteccion y desarrollo am-
biental asociados al mejoramiento de los perfiles
de produccion animal, en dreas de pequeiios
propietarios;

- apoyar ¢l control de enfermedades en la
poblacion animal que afectan a la produccion
pecuaria y a la salud publica.

Enesalineadcideas, dostemasserdn tratados
eneste trabajo. En primer lugar, se caracterizarila
producciéon familiar o la pequedia produccidny su

Zottele et al.

rol estratégico en las sociedades latinoamericanas
y, en segundo término, se presentaran sugerencias
sobre un enfoque participativo para afrontar los
cambios en el perfil de salud animal en las
explotaciones familiares.

CARACTERIZACION DE LA
PRODUCCION FAMILIAR

La agricultura familiar

La agricultura familiar de América Latina
tiene diferentes caracteristicas en virtud de las
variadas circunstancias historico-sociales de las
etapas que surgen, tanto de la configuracion de las
culturas precolombinas como de los posteriores
procesos de colonizacion.

La denominacion de productores familiares
abarca realidades diferentes como la de los mini-
fundistas, agricultores campesinos, pequefios
productores, productores familiares, colonos,
medieros y otros. Mas alld de las diferencias entre
estos sectores sociales, existen rasgos comunes a
todos ellos, tales como la escasez del recurso tierra
y capital y el caracter familiar del trabajo.

Algunos aspectos referidos a su hetero-
geneidad se expresan en diferencias significativas
respecto al ritmo de adopciones e innovaciones
tecnoldgicas, en el nivel de productividad y en los
ingresos. Hay también diferencias en el nivel de
educacion formal, no formal e informal, asi como
en el acceso al crédito institucional (/).

Las diferencias indicadas se verifican entre
paises y entre microregiones dentro de un pais, y
dentro de una misma microregion. La imagen de
una agricultura campesina uniformemente pobre,
tecnologicamente tradicional, analfabeta, aislada
del mercado y sin acceso a los servicios del Estado,
no siempre corresponde a la realidad de estos
paises (5).

Las explotaciones familiares materializan
los nexos de integracion familiar y comunitaria en
el proceso productivo, mediante la aplicacion de
practicas tradicionales basadas e¢n la incorporacion
delafucrza detrabajo familiar. Estas eventualmente
pucden complementarse con mano de obra asa-
lariada.



Se encuentran distribuidas en todo el conti-
nente, dedicdndose en vastas dreas a la produccién
pecuaria. Se caracterizan por ser una importante
fuente de abastecimiento del mercado internoy por
el gran nimero de familias que dependen de esa
actividad (10). Asi, en Ecuador se estima que
existen dos millones de campesinos minifundistas
que producen entre el 41 y 63% de diez alimentos
basicos de la dieta familiar (75).

El nimero de pobres en el agro latinoame-
ricano se ha incrementado desde 1970 alcanzando,
segun las estimaciones de FAO, las dos terceras
partes de la poblacién rural, que comprende
aproximadamente a 126 millones de personas. El
estudio de CEPAL/PNUD estima que el niimero
absoluto de pobres aument6 entre 1980 y 1989 en
89 millones de personas (13).

Los pequefios productores tienden a optimizar
sus ingresos y orientan su produccién mayori-
tariamente al autoconsumo o al consumo interno,
aunque existen algunos sectores minoritarios que
producen con una racionalidad econdémica de
maximizacion de la rentabilidad y se encuentran
en condiciones de incorporar mayor tecnologia.

Objetivos de la produccion familiar

Lapequefia produccion pecuaria, organizada
a partir de la unidad familiar, facilita una mayor
disponibilidad de alimentos para las familias y
disponibilidad de recursos en la medida que logra
aumentar la productividad y los ingresos (4).

La unidad familiar campesina a la vez que
una unidad de produccién es una unidad de
consumo. Una parte significativa de su produccién
se destina al autoconsumoyy la otra al intercambio.
Por ello las decisiones de produccién y consumo 1a
toma de manera simultdnea (12).

En estas unidades resulta dificil separar la
actividad doméstica de laproductiva. Ental sentido,
laprimera se conforma conun conjuntode productos
destinados al consumo directo o autoconsumo
familiar que satisfacen una parte de sus necesidades,
en tanto la segunda, constituida por el excedente
sobre ese autoconsumo, se destina a la adquisicién
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de otros bienes que aseguren la continuidad de esa
unidad productiva.

La unidad de produccién se relaciona con el
mercado de productos a través del componente de
produccién excedente, e ingresa a un circuito
comercial regido por leyes econdémicas que
responden a la logica de las economias empre-
sariales. También se relaciona con el mercado de
trabajo, cuando la mano de obra familiar no
encuentra aplicacion en la unidad productiva
campesina y debe procurar emplearse fuera de la
misma.

Para comprender el comportamiento econé-
mico de las unidades familiares es necesario
establecer un postulado acerca del conjunto de
objetivos que persigue y que guian sus acciones.
Los economistas neoclasicos han caracterizado a
laseconomias familiares como renuentes al cambio
y conservadoras. En realidad, estas economias
tienen un comportamiento econémico que se
caracteriza poruna granaversion al riesgo, fundada
en el hecho de afrontar mayores riesgos ante la
inestabilidad de los precios del mercado y su
condicién de pobres. Es asi que diversifican su
produccién y poseen una respuesta relativa a los
estimulos econdmicos, por ejemplo, ante una baja
de precios de sus productos incrementan la oferta
a costa de una sobreexplotacion de la mano de obra
familiar,

Debido a que la racionalidad econémica de
una unidad surge como respuesta al contexto en el
queellaopera, describirloes esencial para entender
las condiciones de incertidumbre que enfrenta en
laproducciényen el intercambio. La pobre dotacién
de recursos en cantidad y calidad, lleva a Ia unidad
familiar campesina a una conducta caracterizada
porlaaversiénal riesgo. Es decir, busca minimizar
riesgos, optando por sacrificar un pequeiio ingreso
promedio adicional a la posibilidad de una gran
pérdida en su ingreso.

Laracionalidad dela minimizaciénde riesgos
implica que la unidad familiar busca asegurar un
nivel minimo deingresos. Dada su pobreza, no estd
en condiciones de poner a juego su supervivencia
realizando actividades de alto riesgo.

Su produccion es diversificada y no espe-
cializada. Una consecuencia empiricadel postulado
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de aversion al riesgo es que la unidad maneja un
esquema diversificado de actividades y, por lo
tanto, de recursos.

Estas economias presentan una gran debili-
dad antela composicionde suofertaque se encuentra
dispersa, atomizada y diversificada, necesitando
de desprenderse de su produccion rapidamente e
incluso antes de sus zafras (cosechas) para continuar
con el ciclo productivo. A todo esto se suma la casi
inexistente organizacion de productores que
defiendan sus intereses.

Otra consecuencia es que la respuesta de la
unidad familiar acambios de incentivos econémicos
no es muy clara, ni inmediata. Bajo condiciones de
incertidumbre, las decisiones se toman en base a
expectativas. Nuevos incentivos econémicos podran
modificar sus expectativas, pero ello tomara tiempo.
Dado que los ciclos de produccion agropecuaria
sonusualmente largos, laevidencia sobre la ventaja
de los nuevos incentivos tendra que repetirse por
varios afios para cambiar sus expectativas (3,6).

Esta aversion al riesgo explica por qué la
adopcion de tecnologias exdgenas -—-en su gene-
racion—alaeconomiacampesina, sealenta, gradual,
y esté sujeta a la experimentacién inicial por un
pequeiio grupo de productores. La intensidad de la
aplicacion y de las adaptaciones, realizadas poste-
riormente por grupos mayores, estar en relacion
con los cambios de productividad observados en
los primeros.

Este proceso de innovaciones afecta los costos
unitarios de produccion desde que los productores
debenincurriren gastos de inversion referidos a las
fases de informacion, experimentaciony adopcion;
inversiones que se encuentran restringidas por la
falta de mercados financieros, de seguros, de
insumos, de transaccion, y de servicios de extension
en el medio rural (5,6). Por otra parte, se destacan
los problemas aparejados por la lentitud en la
incorporacion y en los costos derivados de la
misma, que se presentan para estos productores ¢n
el proceso de adopcion tecnologica. Los costos de
experimentacion e informacion aumentan significa-
tivamente los costos unitarios de produccion.

Sobre los paquetes tecnoldgicos, debe
sciialarse que enla mayoriade los casos no han sido
disciiados para estas economias, constituyendo
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uno de los mayores obsticulos para el desarrollo.
De ahi, que muchas veces ignoren los argumentos
en favor de una mayor rentabilidad, o la elevacion
delos rendimientosy las relaciones costo/beneficio.

Componentes de la
produccién familiar

Al analizar el sistema de produccién fami-
liar, se pueden distinguir los componentes efectivos
(ingresos por venta de la produccién, egresos por
procesos productivosy gastos efectivos dela familia)
a los que se deben agregar los no efectivos, prove-
nientes basicamente de la produccion para
autoconsumo y los trabajos realizados fuera de la
explotacion.

Estos componentes no efectivos forman parte
de la estrategia econdmica de este tipo de produc-
tores y su valoracion resulta relevante no solo por
la incidencia relativa en el ingreso global, sino
porque permite y garantiza la continuidad de la
explotacién como tal.

Tipologias campesinas

En América Latina, la existencia, identi-
ficacion, delimitacion y caracterizacion de econo-
mias campesinas son relativas a cada region y
espacio econémico-social. Asi, es posible encontrar
una amplia gama de tipologias campesinas en
atencion a su pasado histdrico, ideologia y cultura,
al grado de articulacion con el mercado, a su
especializacion productiva, a su nivel de orga-
nizacion y desarrollo comunitario, y a su
disponibilidad y calidad de los recursos naturales.

Los paises que integran la Subregion Andina,
porejemplo, estan vinculados entre si por miltiples
lazos historicos, sociales y geograficos, destacan-
dose entre estos ultimos la Cordillera de los Andes,
cuya presencia, volumen y vigor se va atenuando
de sur a norte.

Sin embargo, la Cordillera de los Andes, en
donde se ha identificado el dominio cuantitativo de
modalidades campesinas de produccidon, no



constituye un accidente geogrifico de deter-
minaci6éneconémico-social, sinoel espacioa partir
de cuyo manejo y control se desarroll6 histori-
camente una sdlida civilizacién agraria y se
generaron eficientes y productivas formas de
organizacion social de la produccion.

El sector mas importante de esta Subregion
estd constituido por pequefios propietarios que
representan mas de las dos terceras partes de la
poblacion rural, superando los cuatro millones de
familias. La poblacién indigena ocupa lugar
importante en la configuracion poblacional, sobre
todoen Bolivia, Peri y Ecuador, endonde alcanzan:
71, 47 y 43 %, respectivamente (14).

Por otra parte, cuando se analiza el interior
de los espacios locales —la diversidad de
experiencias, de estructuras organizacionales
(asociaciones, comunas, cooperativas), y de acceso
a determinados servicios (carreteras, financia-
miento, asistencia técnica, dotacién de insumos,
acceso al crédito)—- aparecen nuevas dificultades
paraagrupar de manera homogénea alas diferentes
escalas de produccion campesina. Lo expuesto se
agudiza si se considera que una proporcion
importante de pequefios campesinos no disponen
de tierra para la cria, alimentacién y produccién
animal.

En la mayoria de los casos, inclusive en
aquellos donde la eficiencia de los factores
productivos se consideran aceptables, los pequefios
productores tienen limitaciones para lograr los
niveles de subsistencia familiar en términos de los
procesos histérico-culturales particulares en cada
area.

Una caracteristica comun al universo de
pequeiios productores es la escasa disponibilidad
de tierra util para el proceso productivo. Sin em-
bargo, bajo esta consideracion, la superficie de la
propiedad campesina, expresada en términos
globales, se torna relativa en los diferentes paises
y regiones. Asi, por ejemplo, el prototipo de una
explotacién campesina localizada en los valles y
partes altas de la Cordillera de los Andes de
Ecuador es el minifundio, rezago de los antiguos
huasipungos, cuya superficie se encuentra por
debajo delas 5 hectéreas. Por el contrario, pequefia
propiedad en las regiones tropicales de la costa o
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amazonia es aquella cuya superficie se encuentra
enalrededorde las 50 hectareas, como resuitado de
losprocesos de migracion y colonizacion campesina.

El concepto de pequeiia propiedad entonces,
antes que deducible exclusivamente por el tamario
de la propiedad, se relaciona y depende de otros
factores tan importantes como el anterior. Entre
ellos se destacan la calidad del suelo, ubicacién de
la propiedad, disponibilidad de riego, infraestruc-
tura, accesoalos mercados, etc. Estas constataciones
dificultan ain mais una regionalizacién de los
asentamientos campesinos de América Latina, a
partir de la informacion censal disponible en los
paises (11).

Otra propuesta aceptable aunque posible-
mente arbitraria, con la que coinciden algunos
investigadores de la situacion rural de América
Latina, es la de que pequeiios campesinos podrian
considerarse a aquellos que, paralelamente a la
produccién de bienes agricolas destinados a la
canasta familiar, producen alimentos de origen
animal a partir de un nimero inferior a 10 cabezas
de ganado mayor (bovino, ovino, auquénido,
porcino) y algunos animales menores (cobayos,
aves) en propiedades menores a las 10 hectareas de
superficie.

CARACTERIZACION DEL
PERFIL DE SALUD ANIMAL EN LA
PRODUCCION FAMILIAR

Con las restricciones que surgen de los
comentarios precedentes, aqui se describen
elementos de orden general, comunes a las dreas de
Chalatenango, El Salvador y Ocotepeque, Hondu-
ras; Cordillera Central, Argentina y Chile; Itaguai,
Brasil; y al 4rea andina, Ecuador. La pequefia
produccion pecuaria puededefinirse por sus rasgos
principales de la siguiente forma:

Losingresoscorrientes destinados al sustento
diario del micleo familiar provienen de la venta de
productos generados por la actividad pecuaria
(leche, huevos, lana, aves, cobayos, etc). Ingresos
ocasionales se materializan porla ventade animales
mayores 0 de productos agricolas y por el salario
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temporal, generalmente del jefe de la familia, en
actividades urbanas. En los ultimos afios se observa
un cambio en esta situacion, verificandose una
creciente participacion de ingresos provenientes
deltrabajo femenino, a medida que surgelademanda
de empleo de parte de la agroindustria intensivaen
fuerza de trabajo.

La estructura de la produccion se caracteriza
por el predominio de la pequeiia propiedad, tierras
de mala calidad, tamaiio pequeiio del rebafiobovino
que coexiste con otras especies animales, aprove-
chamientointegral y diversificado dela produccién
(came, leche, abono, utilizacion de los animales
como medio de trabajo para labores agricolas,
etc.), vinculacion con la transformacion artesanal
de la produccion (textiles, lacteos, carnicos, etc.),
escasa o ninguna tecnologia (mecénica, quimica o
biolégica), y abundante mano de obra familiar. El
componente genético de la ganaderiaesbasicamente
criollo 0o mestizo, nistico a las condiciones de
manejo y caracteristicas ambientales.

En contraste con la limitada o ninguna
inversion de capital fijo, las practicas tradicionales
de manejo y caracteristicas desfavorables de los
recursos naturales en que opera el proceso produc-
tivo, la produccion ganadera campesina registra
algunos indicadores de ciertaeficiencia productiva.
Entre ellos se destacan la alta carga animal y
rendimientos de leche y carne por unidad de
superficie, aunque otros indicadores muestran un
comportamiento diferente, como el intervalo entre
partos, la edad al primer parto, y la produccion de
leche vaca/dia, entre otros.

El perfil de produccion y salud animal en
estas economias presenta restricciones criticas
derivadas de la carencia de forrajes para la
alimentacion del ganado. Estas se superan mediante
el pastoreo libre de los animales, durante algunas
horas del dia en caminos vecinales, quebradas,
acequias, etc., o mediante el suministro estacional
de subproductos generados por las cosechas
agricolas ( hojas y caiia de maiz, tamo de trigo y
cebada, caila de azucar, etc.) que los tornan
susceptiblesa problemas nutricionales, carenciales
y parasitarios que limitan su capacidad potencial
productiva. Por las condiciones de manejo de los
animales existe un alto riesgo de transmision de
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enfermedades zoon6ticas al niicleo familiar (rabia,
brucelosis, tuberculosis, hidatidosis, teniasis/
cisticercosis, etc.), parcialmente incorporadas a
programas de atencion primaria de salud.

Otra de las restricciones fundamentales que
afectan negativamente a los perfiles de produccién
animal de las economias campesinas se relaciona
con lainexistenciade infraestructura de industriali-
zaci6n, acopio, transporte, comercializaciony distri-
bucion de la produccién animal. Ello provoca que
el sistema de intermediacion se apropie de una parte
significativade loseventuales excedentes monetarios.

En la mayoria de las unidades de produccion
campesina es posible observar una adecuada
rotacion de cultivos y pricticas de conservacion y
proteccion del suelo (drea andina). Sin embargo,
en ciertas dreas los asentamientos campesinos han
dado lugar a la deforestacion y deterioro del
ambiente (América Central).

Existen ofertastecnolégicas que en la mayoria
de los casos no responden a las necesidades de las
economias familiares, lo que explica parcialmente
la resistencia a su adopcion.

El destino de los recursos materiales,
humanos y financieros generalmente no se asigna
en forma eficaz. En la mayoria de los casos existe
dificultad de acceso a los canales formales para la
notificaciony registro deenfermedades vesiculares
y de otras enfermedades transmisibles que
eventualmente y de forma dréstica puedan afectar
a la poblacion animal.

Economias familiares que tienen el mismo
caracter estratégico, pero con una mayor arti-
culacién con el mercado, en 4reas netamente
ganaderas como las que se encuentran en la cuenca
del Salado de Argentina, en Jaji en el estado de
Mérida en Venezuela, en algunas regiones del sur
del Brasil y en el Uruguay, muestran otra
problematica. Por ejemplo, en la zona de Cachari,
que es mayoritariamente de produccién familiar,
se observa que:

- al ser la cria de animales la principal
actividad comercial, los ingresos m4s importantes
provienen de la venta de terneros. Los llamados
ingresos extraprediales (no provenientes de la
produccién), devienen basicamente del cobro de



Jjubilaciones y de trabajos realizados fuera de la
unidad familiar. Estos pueden ser transitorios o
permanentes, y estaro norelacionadosa laactividad
agropecuaria;,

- esfrecuente el empleo de mano de obraen
explotacionesde caricterempresarial, loque refleja
unaarticulacién conotras tipologias de produccién,
resultando por lo tanto funcionales al sistema.
Ambas subsisten porque pueden articularse (7).

Si bien el autoconsumo constituye una
estrategia importante dentro de la economia fami-
liar, un aspecto que merece destacarseesla tendencia
declinante que éste presentaen losiltimos afios. Este
hecho refleja la creciente articulacion al mercado y
por ende, una mayor monetizacién dela produccién.

Desde el punto de vista de 1a calidad de los
recursos naturales disponibles esimportante sefialar
que, en el caso de la economia familiar pampeana,
de Jaji, del sur brasilefio y de Uruguay, no se
comprueban grandes desequilibrios con referencia
a la produccion empresarial. Esta situacién poco
frecuente enel resto de latinoamérica, se caracteriza
poruna progresiva marginacién de esta produccién
hacia las peores tierras.

En términos generales se puede decir que
estos sistemas de produccién son relativamente
sostenibles, ya que se mantienen en el tiempo sin
afectar en gran medida los recursos naturales. Sin
embargo, un nivel de insercién creciente al mercado
pone en un serio riesgo la continuidad de estas
economias. No obstante aquellas dreas de aptitud
forestal, el continuo desplazamiento de estos
sectores campesinos hacia zonas no incorporadas
alaproduccion, conllevaal deterioroy agotamiento
delos recursos naturales en el proceso de expansién
de la frontera agricola.

La produccién promedio esta por encima
del valor promedio de la zona, y es similar al de
otros tipos sociales mas capitalizados. El rodeo en
estas explotaciones estd compuesto por animales
debase genética, para fines especificosde produccion.

El perfil de salud animal estd afectado
principalmente por enfermedades de la reproduc-
cién y parasitosis, estas @ltimas favorecidas por el
anegamiento y el estancamiento de aguas. La
ocurrencia de enfermedades vesiculares es espo-
radica.
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Los bajos ingresos no permiten efectuar
inversiones y obligan a realizar trabajos fuerade la
explotacion, fenémeno asociado con el despo-
blamiento y envejecimiento de la poblacion rural.
Existen dificultades en la produccién y comer-
cializacion debido, en parte, a las deficiencias de
obras de infraestructura vial y limitaciones de
acceso al crédito, mismo que se encuentre afectado
por una alta carga fiscal. La falta de cobertura
social de salud para el pequefio productores notoria.

Las dos areas hasta aqui descritas expresan
la variedad de los problemas que enfrentan los
pequeiios productores de América Latina y, por lo
tanto, la diversidad de lineas de accién a utilizar
para lograruna participaciénactiva deestos actores
sociales en propuestas tendientes a mejorar sus
niveles de vida. Estas propuestas deben ser
impulsadas desde los niveles centrales, siendo
algunasde ellas de gran necesidad paralas politicas
nacionales globales, por ejemplo, los Sistemas de
Informacion y Vigilancia Epidemiolégica a Nivel
de Salud Humana y de Salud Animal (2).

LOS PEQUENOS PRODUCTORES Y
LOS PROBLEMAS DE SALUD
Y PRODUCCION

En cuanto a la atencién de los problemas de
salud animal también se puede afirmar que los
pequeiios productores toman selectivamente la
tecnologia recomendada con la particularidad que
lo hacen asistematicamente. Ello hace ineficiente
dicha practica, afectando a la productividad de sus
rebafios.

El incremento de la productividad, y por
ende de sus ingresos, estd asociado en diversas
proporciones a la atencién de los problemas
sanitarios caracteristicos tales como, los derivados
de la desnutricion, ectoparasitos y endoparasitos,
brucelosis, baja natalidad y edad alta de las
primerizas, tricomoniasis, leptospirosis, entre los
mas significativos. Sin embargo, se observaque los
proyectos imp.cmentados hasta ahora no han
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partido de la comprension de sus necesidades
especificas, por que no han contemplado el punto
de vista de los pequefios productores, en especial
aquellas propuestas tendientes a mejorar sus
actuales condiciones de vida.

Una de las caracteristicas del desarrollo
tecnologico para el campo es que las innovaciones
son exdgenas a la economia campesina. Los
campesinos pueden ser innovadores principalmente
en el sentido de racionalizar, pero no en generar
sus propias innovaciones. En esta linea de
pensamiento se abre un espacio para tratar de
eliminar la dependencia de las economias
campesinas a lasinnovaciones que provienen desde
afuera, estimulando el desarrollo de tecnologias
propias. Esto implica en transformar al campesino
pasivo en actor principal en la generacién de
innovaciones, y mas aiin, en modificar las relaciones
actuales entre el campesinado, 1a extension yla
investigacién agricola (5).

En tal sentido, se entiende que toda
comunidad tiene potencialidades para definir sus
problemas y sus necesidades a través de un
aprendizaje mutuo y reflexivo y, ademas, que
cualquier accién que se decida emprender para
alcanzar el éxito necesita de la participacién de
todos los sectores interesados desde un principio,
es decir, desde la definicion de los problemas para
la elaboracién de un diagndstico hasta la
determinacion de las alternativas de solucién.

La plena participacién de la economia
familiar en el anélisis de su propia realidad
promueve un proceso de transformacién en
beneficio de todos los involucrados. Por esta razén
se entiende por participar, no solo estar informado
y opinar sobre la marcha de las acciones, sino
adquirir el derecho a intervenir en el proceso de
toma de decisiones.

La capacidad de identificacion de problemas
y prioridades transita por el conocimiento de las
condiciones particulares bajo las cuales se
desenvuelven esas explotaciones pecuarias. Tal
conocimiento debe sustentarse en la percepcion de
las necesidades reales que establecen los propios
productores. Las acciones deberan apuntar a re-
solver esas prioridades, dando respuesta a los
problemas sentidos porla comunidad, y permitiendo
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avanzar en la definicion del perfil de salud animal
y salud publica.

LOS PEQUENOS PRODUCTORES
Y LOS PROGRAMAS DE
SALUD ANIMAL

Cualquier proyeccion que tenga por objetivo
mejorar el perfil de salud animal y salud publica
debe incorporar la participacién de los pequeiios
productores. Necesariamente, deberan relacionarse
alos servicios veterinarios publicos y privados, de
manera de ofrecer cooperacion en aquellas dreas
sensibles para este sector de ganaderos, a través de
estrategias diferenciales.

El proceso de participacion es crucial desde
el punto de vista de la viabilidad de los programas
de salud animal y, en particular, para el Plan
Hemisférico para la Erradicacién de la Fiebre
Aftosa (3). El Plan se encuentra en una fase donde
laincorporaciénde losamplios sectores de pequeiios
productores que abarca poblaciones, territorios y
ganado, que por su importancia seran clave de un
Plan que cada vez més tendra que sustentarse en la
prevencion y en la vigilancia epidemiolégica.

LOS PEQUENOS PRODUCTORES
Y LOS SISTEMAS LOCALES DE
ATENCION VETERINARIA

Las dreas donde la descentralizacién y
participacion comunitaria tuvieron un desarrollo
mayor son las que lograron los avances mds
significativos respecto a los objetivos de salud
animal. Por ¢jemplo, la implementacién del Plan
Nacional de Control de la Fiebre Aftosa 1990-92
en Argentina esuna experiencia que uney moviliza
en forma conjunta recursos del sector publico y
privado. Se han conformado alrededor de 350
Comisiones Locales de Lucha contra esta enfer-
medad que retnen aproximadamente 266.000
productores que cubren la totalidad del pais. La
préxima etapa es extender esa participacion entre
los pequefios productores. Para tal fin, es necesario
que los programas de salud animal, y en particular



los de combate a 1a ficbre aftosa, se inscriban en un
proceso de desarrollo ganadero que tome, como
punto de partida, 1a forma de percibir el problema
y las soluciones sugeridas por los productores.

En el enfoque participativo subyacen una
serie de premisas sobre el redimensionamiento del
espacio local, es decir, la proyeccién que cobra una
comunidad a partir de la identificacién y aporte de
soluciones a sus problemas; la labor del servicio
local de salud, al ser en la mayoria de los casos el
veterinario local el promotor y sustento de la
propuesta; la rapidez, 1a flexibilidad y agilidad de
la etapa de diagnéstico y la necesidad de contar con
un grupo interdisciplinario de profesionales capaces
deproporcionar técnicas acordes con las prioridades
de los pequeiios productores, como asi también
detectar problemas que constituyan lineas de
investigacion en sus respectivas disciplinas. Sin
duda, una propuesta de esta naturaleza necesita,
ademds, de profesionales consustanciados con la
esencia de la misma.

La viabilidad de este tipo de propuestas
participativas esta condicionada por una parte, por
la real participacion de los productores y por otra,
por la decision y vocacion de las instituciones
publicasy privadas nacionales e internacionales en
promover, conducir, y financiar los recursos
materiales y humanos necesarios para llevara cabo
las actividades propias del enfoque enunciado.

Este tipo de propuestas en América Latina
son de larga data. No obstante, el caracter de largo
plazo que implica el desarrollo e implementacion
de esteenfoque, hace que los intentos realizados no
hayan obtenido mayor repercusién debido a
obstaculos asociados con: a) necesidad de
continuidad en el tiempo, b) inadecuada y en
muchos casos inexistente propuesta técnica, c)
decisiones politicas acorto plazoy d) alta movilidad
de los técnicos que ejecutan estos proyectos.

En tal sentido, estas limitaciones deben ser
consideradas desde la implementacion, a fin de
contrarrestar sus efectos adversos. Aunque un
proceso participativo no garantiza la perfeccionen
Ia captacion de la realidad, permite definir con
mayor precision los problemas mas sentidos de la
comunidad, facilita la interaccién y confronta la
realidad con las interpretaciones teéricas y torna
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mas eficaz la intervencion de las instituciones,
profesionales, organizaciones y productores.

CONCLUSIONES

La problemaitica global de los pequeiios
productores involucra aspectos tan variados como
los referidos a 1a tenencia de la tierra, produccion
pecuaria, nutriciébn, saneamiento ambiental,
educacion, comercializacion, crédito, acceso a la
asistencia técnica, problemas de innovacién
tecnolégica, esquemas organizativos de las
comunidades rurales. Estos aspectos conllevan a
profundizar el conocimiento de esa realidad
especifica, identificando los problemas a resolver.
Dentro de ellos, la definicién de las prioridades
establecidas por los productores resulta ineludible.

Los sistemas familiares de produccion
ganadera presentan problemas de salud publica y
de salud animal de tal amplitud y complejidad que,
su percepcion respecto a ciertas enfermedades del
ganado vistas en forma aislada, no despiertan su
inquietud.

La capacidad de identificacion de los
problemas y de las prioridades pasa por un
conocimiento de las condiciones particulares bajo
las cuales se desenvuelven esas explotaciones
pecuarias. Ese conocimiento debe sustentarseenla
percepcion sobre las necesidades reales que
establecen los propios productores. Las acciones
deben apuntar a resolver esas prioridades.

La atencién a pequeiios productores tendria
como finalidades centrales la promocién de la
salud publica y el fortalecimiento de la vigilancia
epidemioldgica. Asimismo, deberan tomar en
consideracion la gran cantidad de experiencias
institucionales y extra institucionales que malo-
graron, al noincorporar enel disefio alosverdaderos
gestores de la transformacion, que son los propios
productores.
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FAMILY PRODUCTION AND ANIMAL-HEALTH STRATEGIES
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SUMMARY. The foot-and-mouth disease eradication programs have reached an advanced phase in
several countries of South America. Likewise, other regions of the continent are free of the disease
and engaged in developing prevention activities indispensable to prevent the introduction of the
virus. In both situations there exists a broad sector of livestock raisers generically characterized as
"small producers”. These producers have, in good measure, accompanied the continental effort to
eliminatethe scourge. However, foot-and-mouthdisease prevention and eradication will reston weak
bases if a more active participation by these producers is not encouraged. To this end, itis necessary
to incorporate the foot-and-mouth disease programs as one more component of the development
activities envisaged for the sector. This perspective demands a greater understanding of the
characteristics of the family-level livestock production system on the continent and the course of the
institutional policies implemented for the sector.

After a long period in which the concept of
the State as the principal regulator of the economic
and social activities predominated, the fundamen-
tals of that function have come under scrutiny and
reconsideration. The fiscal deficits and the ineffi-
cient use of resources, among other factors, con-
tributed to the rampant discrediting of certain
public activities and to the periodical inflationary
processes with their sequels of speculation and
problems of economic calculations for investment
and spending.

These facts weakened the capability to re-
spond to the various sectorial problems. In particu-

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).

lar, the deterioration of the public veterinary ser-
vices, their excessive degree of centralization and
bureaucratization underscored the already limited
capacity to introduce effectively, in the livestock-
producing industry, significant changes in the
behavior of the animal-health and production pro-
files.

The consensus that sustained the advantages
of the public sector in orienting and leading devel-
opment gave way in the face of models proposing
free markets and privatization of state businesses
as better levers for development. As part of the
neoliberal proposals, the economic policies stimu-
lated the drastic reduction of the State’s functions
as generator of goods and services. One conse-
quence of this situation was the cutback of funding
which affected both the sanitary labors of those
who carry out the veterinary services and the
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56

motivation of the social segments related to the
livestock industry.

Nevertheless, as some regions developed more
acutely their capacity to analyze and understand
the livestock-raising reality and the situation of
animal health at the local level, the existing re-
sources were identified and coordinated to produce
veterinary attention services. This opened up the
possibility of offering a better response to the
problems of animal production.

The new situations urgently demand that
alternatives for the small producers be included,
considering their expectations and their poten-
tials, which, moreover, is a requisite to increase
their participation (8,9).

Five fields of action have emerged in this
context, related to improving the animal-health
profiles in the family-production areas:

- promote health in the development pro-
cess by cooperating with livestock development in
the family-production sectors;

- encourage the reform of the sector by
means of processes for technical, administrative
and financial decentralization of the Official Sani-
tary Services, so as to include the small producers
in the so-called Local Veterinary ‘Attention Sys-
tems;

- promote health from the concept that ani-
mal-health programs form a bridge between agri-
culture and public health;

- stimulate environmental protection and
development associated with improvement of the
animal-production profiles, in small producers’
areas;

- support the control of diseases in the
animal population which affect livestock produc-
tion and public health.

In line with these ideas, this paper will
discuss two topics. First, family production, or
small production, and its strategic role in Latin
American societies, will be characterized. Then
suggestions will be submitted about a participatory
approach to confront the changes in the animal-
health profile in family-run agriculture and live-
stock-raising activities.

Zottele et al.

CHARACTERIZATION OF
FAMILY PRODUCTION

Family agriculture

Family agriculture in Latin America pos-
sesses different characteristics by virtue of the
varying historical and social circumstances of the
stages that emerge from the configuration of the
pre-Colombian cultures as well as from later pro-
cesses of colonization.

The name "family producers” encompasses
different realities, like that of the small (mini)
landholders, peasant farmers, small producers,
family producers, tenant farmers, sharecroppers,
and others. Beyond the differences among these
social sectors there are features in common for
them all, such as the scarcity or lack of the resource
land and capital and the family character of labor.

Some aspects of their heterogeneity find
expression in significant differences in the pace of
technological innovation and its adoption, in the
level of productivity, and in the income. There are
also differences in the levels of formal, informal
and non-formal education, and in access to institu-
tional credit (/).

The differences mentioned are seen among
countries, among microregions within the same
country, and within a single microregion. The
image of a peasant agriculture, uniformly poor,
technologically traditional, illiterate, isolated from
the market and without access to the services of the
State, does not always correspond to the reality of
these countries (5).

The family operations materialize the ties of
family and community integration in the produc-
tive process, by means of traditional practices
based on the inclusion and use of the family labor
force. These practices may eventually be comple-
mented by hired labor.

Family operations are found throughout the
continent, and in vast areas are dedicated to live-
stock production. They are characteristically an
important source of supply for the domestic market
and total a large number of families that depend on
that activity (/0). Thus, itis estimated that Ecuador



has some two million small peasant landowners
who produce between 41 to 63% of ten basic foods
of the family diet (/5).

The number of poor persons in the agricul-
tural scenario of Latin America has increased since
1970. According to FAO estimates, the termcan be
applied to two thirds of the rural population which
encompasses approximately 126 million persons.
CEPAL/UN studies estimate that the absolute num-
ber of poor jumped by 89 million persons from
1980 to 1989 (73).

The small producers tend to optimize their
incomes and orient their production largely for
their own consumption or for domestic consump-
tion. Nevertheless, there are some minority sectors
whose producers apply economic rationality, to
maximize profits and can be said to be in a position
to incorporate better technology.

Objectives of family production

The small livestock-production operation,
organized on the family unit, facilitates a greater
availability of food for the families and availability
of resources insofar as it manages to increase
productivity and revenue (4).

The peasant family unit is both a productive
and a consumer unit. A significant part of its
production isdestined for self consumption and the
other for exchange, so that it takes production and
consumption decisions simultaneously (/2).

On these farm units it is difficult to separate
the domestic or "household" activities from the
productive ones. In this sense, the first encompass
a group of products intended for direct consump-
tion or family consumption that meet a part of its
needs, while the second, comprising the surplus
after that "selfconsumption”, is used for the acqui-
sition of other goods that ensure the continuity of
the productive unit.

The production unit is related to the product
market through the surplus production compo-
nent, and enters a commercial circuit governed by
economic laws that respond to the logic of
entrepeneurial economies. It also has relations
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with the labor market insofar as the family workforce
finds no application within the productive peasant
unit and must seek employment outside it.

To understand the family unit’s economic
behavior, it is necessary to establish a postulate
about the set of objectives it pursues and that guide
its actions. Neoclassical economists have charac-
terized the family economies as conservative and
contrary to change. In reality, these economies’
economic behavior is characterized by great aver-
sion to risk, founded on the fact that they confront
greater risks due to the instability of market prices
and their own situation as "poor folk". That is why
they diversify their production and exercise a
response related to the economic stimuli. For
example, when faced with lower prices for their
products, they choose to increase the supply at the
cost of a higher exploitation of family labor.

Due to the fact that the economic rationale of
a unit emerges as response to the context in which
it operates, describing it is essential to an under-
standing of the conditions of uncertainty that the
unit facesin production and in exchange. The poor
supply of resources, in both quantity and quality,
leads the peasant family unit to a conduct charac-
terized as an aversion to risk. It therefore seeks to
minimize risks, choosing rather to sacrifice a small
additional average revenue to the possibility of a
large loss of revenue.

The risk-minimization rationale of the fam-
ily unit implies that it seeks to ensure a minimal
level of revenue. Given its poorness, it is in no
condition to jeopardize its survival by engaging in
high-risk activities.

Its production is diversified and not special-
ized. An empirical consequence of the postulate of
aversion to risk is that the unit manages a diversi-
fied scheme of activities and, therefore, of re-
sources,

These economies show a great weakness
before the makeup of their production, which is
spread out thin, atomized and diversified. They
need to pass off the production quickly, even before
the harvest periods, in order to continue the pro-
duction cycle. To all of this may be added the
almost non-existence of producers’ organizations
that defend their interests.
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Anotherconsequence is that the family unit’s
response to changes in economic incentives is not
very clear, nor immediate. Under conditions of
uncertainty, decisions are made on the basis of
expectations. New economic incentives may change
its expectations, but that will take time. Because
the cycles of livestock and agricultural production
are usually long, the evidence of the advantages of
the incentives will have to be repeated for several
years before the unit changes its expectations (5, 6).

This aversion to risk explains why the adop-
tion of technologies generated outside the peasant
economy is slow, gradual, and subject to the initial
experimentation of a small group of producers.
The intensity of the application and of the adapta-
tions carried out later by larger groups will be
closely related to the productivity and yield changes
observed in the first small group.

This process of innovation affects the unit
costs of production because the producers must
incur investment expenditures during the phase of
information, experimentation and adoption, in-
vestments that are found restricted by the lack of
financing markets, insurance, inputs, transactions,
extension services in the rural environment (5, 6).
On the other hand, there are further problems
related to the slowness in incorporating the inno-
vations and to the costs thereof that confront the
producersduring the process of technological adop-
tions. The costs of experimentation and informa-
tion significantly increase the unit costs of produc-
tion.

Regarding technological packages, it should
be underscored that in the majority of the cases they
haven’t been designed for these economics and
actually constitute one of the major obstacles to
development. So producers often ignore the argu-
ments in favor of greater profitability, or increased
revenues, or the cost/benefit relationships.

Components of family production

Upon analyzing the family productive sys-
tem one can distinguish the effective components
(revenue from selling production, outlay for pro-
duction processes and the family’s effective house-
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hold expenses) to which the noneffective ones
should be added, resulting basically from the pro-
duction for selfconsumption and the work per-
formed outside the family’s property and activity.

These noneffective components form part of
the economic strategy of this type of producer, and
their valuation becomes relevant not only for their
relative incidence in the overall revenue, but rather
because it permits and guarantees the economic
activity’s continuity as such.,

Peasant typologies

The existence, identification, delimitation
and characterization of peasant economies in Latin
America are relative to each region and economic-
social space. Therefore, it is possible to find a wide
range of peasant typologies as a function of their
historic past, ideology and culture, of the degree of
contact with the market, of their productive spe-
cialization, of their level of organization and com-
munity development, and of the availability and
quality of their natural resources.

The countries that compose the Andean Sub-
region, for example, are linked together by mul-
tiple historic, social and geographic ties. Of no-
table significance in this web of interests is the
Andes Cordillera, whose presence, size and vigor
is diminished from south to north.

However, the Andes Cordillera, wherein the
quantitative dominance of peasant forms of pro-
duction has been identified, should not be taken as
a geographical accident of social and economic
formation, but rather as the space whose manage-
ment and control developed a historically solid
agrarian civilization and generated efficient and
productive forms of social organization of produc-
tion.

The most important sector of this Subregion
is composed of small property owners who total up
to more than two thirds of the rural population, in
excess of 4 million families. The indigenous popu-
lation occupies an important place in the popula-
tional makeup, above all in Bolivia, Peru and
Ecuador, where it amounts to 71, 47 and 43%,
respectively (/4).



On the other hand, analysis of the inner
composition of the local spaces —the diversity of
experiences, organizational structures (asso-
ciations, communal agencies, cooperatives), ac-
cess to certain services (roads, financing, technical
assistance, allocation of inputs, access to credit)—
reveals new difficulties in homogeneously group-
ing the different scales of peasant production. This
all becomes more acute if one considers that an
important percentage of small farms do not have
the lands necessary for animal breeding, feeding
and production.

In most of cases, including those where the
productive factors’ efficiency is considered accept-
able, the small producers face limitations to reach-
ingfamily subsistence levels in terms of the histori-
cal and cultural processes particular to each area.

A characteristic common to the universe of
small producers is the scant availability of land
usable for the production process. However, under
this consideration, the peasant property’s size,
expressed in overall terms, becomes relative in the
different regions and countries. Thus, for example,
the minifundio is the prototype of a peasant farm
located in the valleys and highlands of the Andes
Cordillera in Ecuador. Vestige of the ancient
huasipungos, it is less than 5 hectares in size.
Conversely, a small property in the Amazon or
tropical region of the coast is that whose size is
about 50 hectares, a result of the processes of
peasant migration and colonization.

Therefore, the concept of "small property”,
rather than defined solely according to size of the
property, is related to and depends on other factors
just as important as the former. Such factors in-
clude soil quality, property location, availability of
irrigation, infrastructure, access to markets, etc.
These factors make it all the more difficult to
regionalize the peasant settlements in Latin
America, based on the census data available in the
countries (/1).

Another acceptable, albeit possibly arbitrary
proposal with which some students of the rural
situation inLatin America concur, holds that small
peasants could be considered those who —concomi-
tantly with the production of agricultural goods
intended for the family "food basket"—also pro-
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duce animal-origin foodstuffs from a herd of less
than 10 head of large livestock (cattle, sheep, pigs,
camelidos) and of some smaller animals (guinea
pigs, poultry) on properties less than 10 hectaresin
size.

CHARACTERIZATION OF THE
ANIMAL-HEALTH PROFILE
IN FAMILY PRODUCTION

With the restrictions arising from the preced-
ing comments, elements of a general order are
described below; they are common to the areas of:
Chalatenango, El Salvador, and Ocotepeque, Hon-
duras; Central Cordillera, Argentina and Chile;
Itaguai, Brazil; and the Andean area, Ecuador. The
small livestock production may be defined by its
principal features, as follows:

The net revenues bound for the daily suste-
nance of the family members derive from the sale
of products generated by the livestock-raising ac-
tivity (milk, eggs, wool, poultry, guinea pigs, etc.).
Occasional income is generated by the sale of
larger animals or agricultural products and by
temporary wages from urban activities, generally
earned by the head of the family. A change in this
profile has been observed in recent years, with a
growing share of income earned by women. This
fact accompanies the rising demand for employ-
ment of part of the intensive agribusiness in the
work force.

The structure of production is characterized
by the predominance of the small property, poor-
quality land, small size of the bovine herd that
coexists with other animal species, full and diver-
sified use of the production (meat, milk, fertilizer,
using animals as power for farm tasks, etc.), ties
with the manual transformation of the production
(textiles, dairy and meat products, etc.), little or no
technology (mechanical, chemical, or biological),
and abundant family labor. The genetic compo-
nent of the livestock-raising aspect is basically a
"criollo" or "mestizo" mixed breed, a rustic animal
suitable for the breeding conditions and environ-
mental characteristics.
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In contrast with the limited or no investment
of fixed capital, the traditional husbandry prac-
tices and unfavorable characteristics of the natural
resources in which the productive process oper-
ates, peasant livestock production does possess
some indicators of productive efficiency. For ex-
ample, the high animal load and yields of milk and
meat per surface unit. However, other indicators
suggest a different behavior, such as the interval
between births, age at first birth, and the produc-
tion of milk per cow per day, among others.

The animal-health production profile in these
economies shows critical restrictions deriving from
the lack of forrage for feeding livestock. Such
restrictions are overcome by free-grazing the stock
for a few hours daily along local roads, ditches,
ravines, gullies, streams, etc., or by the seasonal
availability of products of agricultural harvests
(corn husks and stalks, wheat and barley husks,
sugarcane, etc.) that render the stock susceptible to
problems of nutrition, deficiencies, and parasites,
all of which limit the potential productive capacity.
The herd management and handling conditions
alsofacilitate a high risk of transmission of zoonotic
diseases to the family nucleus (rabies, brucellosis,
tuberculosis, hydatidosis, teniasis, cysticercosis,
etc.), partially incorporated into primary health-
attention programs.

Another of the fundamental constraints that
negatively affect the animal production profiles of
the peasant economies is related to the lack of
infrastructure for industrialization, storage, trans-
port, marketing, commercialization and distribu-
tion of the animal production. This situation en-
ables the intermediary system to appropriate a sig-
nificant part of the eventual monetary surpluses.

The majority of the peasant production units,
however, practice suitable crop rotation and soil
conservation and protection (Andean area). But
peasant settlements have given way to deforesta-
tion and environmental deterioration in certain
areas (Central America).

The technological supply that does exist
fails, in the majority of cases, to respond ad-
equately to the needs of the family economies. And
this partially explains the resistence to their adop-
tion,
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The end-use of the human, financial and
material resources generally is not assigned in an
efficient manner. In most cases it is difficult to
attain accessto the formal channels for notification
and recording of vesicular disecases and other
transmissible diseases that may eventually and
drastically affect the animal population.

Different problems face those family econo-
mies having the same strategic character —but a
greater interaction with the market— in largely
livestock-raising areas like the Salado basin of
Argentina, Jaji in Venezuela’s State of Merida,
some regions of southern Brazil, and in Uruguay.
In the largely family-production zone of Cachari,
for example, one observes that:

- because animal breeding is the main com-
mercial activity, the most important revenue is
derived from the sale of calves. The so-called "off-
property " revenues (not resulting from the produc-
tion) come basically from the payment of retire-
ments and work performed "off" the family unit.
These may be transitory or permanent, and may or
may not be related to the agricultural and livestock-
raising activity;

- working for farms of entrepeneurial char-
acter is frequent. This phenomenon reflects a
relationship with other production typologies that
therefore result in being functional to the system.
Both subsist because they are able to interact (7).

Although self-consumption constitutes an
important strategy in the family economy, an
aspect that merits highlighting is the downward
trend it has shown in recent years. This fact reflects
the growing interaction with the market and, there-
fore, a greater monetization of production.

From the viewpoint of the quality of the
available natural resources, it is important to stress
that, in the case of the family economy of the
Pampas, Jaji, southern Brazil and Uruguay, no
greatimbalances related to entrepencurial produc-
tion are observed. This situation —infrequent in the
rest of Latin America— is characterized by a pro-
gressive marginalization of this production toward
the worst lands.

In general terms it may be said that these
production systems are relatively sustainable, since
they are maintained over time without having a



great effect on naturat resources. However, their
growing level of insertion into the market subjects
the continuity of these economies to a serious risk.
Notwithstanding those areas having an aptitude
for forestry, the ongoing displacement of these
peasant sectors toward zones not incorporated into
production encourages the deterioration and ex-
haustion of the natural resources in the process of
the expansion of the agricultural frontier.

The average production is above the average
value of the zone, and is similar to that of other
more capitalized social types. The herd on these
properties comprises genetic-base stock for spe-
cific production purposes.

The animal-health profile is mainly affected
by reproduction diseases and parasitosis, the latter
favored by flooding and stagnant waters. The
occurrence of vesicular disease is sporadic.

The low revenues preclude investments and
oblige the producers to find work off their property,
a phenomenon associated with depopulation and
the aging of the rural population. Difficulties exist
in production and commercialization owing, in
part, to the faulty transportation infrastructure and
limitations inaccess tocredit, even though affected
by a high fiscal load. The lack of social health
coverage for the small producer is notorious.

The two areas described up to this point
express the variety of problems facing the small
producers in Latin America and, therefore, the
diversity of lines of action to utilize inachieving an
active participation by these social actors in pro-
posals intended to improve their levels of living.
These proposals should be directed from the cen-
tral levels, some of them being of great need for the
overall national policies, for example the Epide-
miological Surveillance and Information Systems
at the Human-Health and Animal-Health Levels (2).

THE SMALL PRODUCERS
AND THE HEALTH AND
PRODUCTION PROBLEMS

With respect to attention to animal-health
problems, it may also be affirmed that the small
producers selectively take up recommended technol-
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ogy, with the particularity that they do so in a non-
systematic manner. This makes the practice inef-
ficient and affects the productivity of their herds.

The increase of productivity and therefore of
its revenues is related in various proportions to the
attention to the characteristic sanitary problems
such as, those deriving from malnutrition, ecto-
parasites, endoparasites, brucellosis, low natality
and advanced age at first birth, trichomoniasis,
and leptospirosis, among the most significant.
Still, it is observed that the projects implemented
to date have not originated in an understanding of
their specific needs, because they have not contem-
plated the small producers’ viewpoints, especially
those proposals intended to improve their present
living conditions.

One of the characteristics of the technologi-
cal development for the field is that the innovations
are exogenous to the peasant economy. The peas-
ants may be innovators principally in the sense of
rationalizing, but not generating, their own inno-
vations. This line of thought opens a space for
trying to eliminate the dependency of the peasant
economies on the innovations coming from out-
side, stimulating the development of their own
technologies. This implies transforming the pas-
sive peasant into the main actor in the generation
of innovations. Moreover, this implies modifying
the present relationships among the peasantry, the
extension system and agricultural research (5).

In this sense, it is understood that every
community has the potential to define its problems
and its needs through a mutual and reflexive
learning process. And, moreover, that any action
undertaken to achieve success needs the participa-
tion of all the interested sectors from the outset,
that is, from the definition of the problems for
preparing a diagnosis to the determination of the
alternatives for solution.

The full participation of the family economy
in the analysis of its own reality promotes a process
of transformation for the benefit of all those in-
volved. Therefore, "toparticipate” is understood as
not only being informed and expressing opinions
about the march of the actions, but also acquiring
the right to intervene in the decision-making pro-
Cess.
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The capability to identify problems and pri-
orities involves the awareness of the particular
conditions under which those livestock production
undertakings are developed. Such awareness must
rest on the perception of the real needs as estab-
lished by the producers themselves. The actions
should be oriented to resolving those priorities,
providing a response to the problems felt by the
community and enabling the process to move
forward in defining the animal-health and public-
health profiles.

THE SMALL PRODUCERS AND THE
ANIMAL-HEALTH PROGRAMS

Any project whose objective is toimprove the
animal-health and public-health profiles should
include the small producers’ participation. Neces-
sarily, they should establish relationships with the
public and private veterinary services, in order to
provide cooperation in those sensitive areas for this
sector of livestock producers, through differential
strategies.

The process of participation is crucial from
the standpoint of the viability of the animal-health
programs and, in particular, for the Hemispheric
Plan for the Eradication of Foot-and-Mouth Dis-
ease (3). The Plan is presently in the phase of
inclusion of the broad sectors of small producers
that encompass populations, territories and live-
stock which, due to its importance, will be the key
for a Plan that will increasingly have to rely on
epidemiological surveillance and prevention.

THE SMALL PRODUCERS AND THE
LOCAL VETERINARY-ATTENTION
SYSTEMS

The areas wherein decentralization and com-
munity participation have had a major develop-
ment are those which attained the most significant
advances with respect to the animal-health goals.

Zottele et al.

For example, the implementation of the National
Foot-and-Mouth Disease-Control Plan 1990-1992
in Argentina is an experience that jointly unites
and mobilizes public and private sector resources.
Some 350 Local Commissions have been formed
in the fight against this disease, uniting approxi-
mately 266,000 producers drawn from throughout
the nation. The next stage is to extend that partici-
pation among the small producers. It is therefore
necessary that the animal-health programs, par-
ticularly those engaged in the fight against foot-
and-mouth disease, join in a livestock develop-
ment process whose point of departure is the
producers’ way of perceiving the problem and the
solutions they suggest.

The participatory approach rests on a series
of premises related to redimensioning the local
space, i.c., the projection expected by a community
based on identifying and providing solutions for its
problems; the work of the local health service, in
most cases the local veterinarian being the pro-
moter and prop of the proposal; the speed, flexibil-
ity and agility of the diagnosis stage, and the need
for an interdisciplinary group of professionals
capable of furnishing techniques in accordance
with the small producers” priorities, and also of
detecting problems that are lines of research in
their respective disciplines. Undoubtedly, a pro-
posal of this nature requires, moreover, profession-
als whoare inaccord and harmony with its essence.

The viability of this type of participatory
proposal is conditioned on the one hand by the
actual participation of the producers, and on the
other, by the decision and vocation of the national
and international private and public institutions in
promoting, conducting and financing the human
and material resources required to carry out the
activities appropriate for the approach undertaken.

This type of proposal is not a recent phenom-
enon in Latin America. Nevertheless, the long-
term character implied in the development and
implementation of such an approach has inhibited
the attempts made to date from achieving greater
repercussions owing to obstacles associated with:
(a) the need for continuity over time; (b) inad-
equate and, in many cases, inexistent technical



proposal; (c) short-term political decisions, and (d)
high mobility of the technical personnel allocated
to carrying out these projects.

In this sense, these limitations should be
taken into account from the outset of implementa-
tion in order to thwart their adverse effects. Al-
though a participatory process does not guarantee
perfection in capturing the reality, it does enable a
more precise definition of the problems most deeply
felt by the community. It also facilitates interac-
tion, confronts reality with the theoretical interpre-
tations, and renders more efficacious intervention
by the professionals, agencies and institutions.

CONCLUSIONS

The overall problems of the small producers
involve a wide variety of aspects related to land
ownership, livestock production, nutrition, envi-
ronmental sanitation, education, commercializa-
tion, credit, access to technical assistance, prob-
lems of technological innovation, and factors in-
herent in the rural communities’ organizational
makeup. These aspects call for a profound knowl-
edge of that specific reality so as to identify the
problems to be resolved. Among them, the defini-
tion of the priorities set by the producers becomes
ineludible.

The family systems of livestock production
present public-health and animal-health problems
of such breadth and complexity that the systems’
perception of certain livestock diseases, viewed in
an isolated fashion, does not arouse their concern.

The capacity to identify the problems and
priorities requires a knowledge of the particular
conditions under which those livestock production
activities are developed. Such knowledge should
rely on the perception of the actual needs estab-
lished by the producers themselves. The actions
undertaken should then seek to resolve those pri-
orities.

The attention to small producers would en-
visage the promotion of public health and the
strengthening of epidemiological surveillance as
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its central purposes. Likewise, it should take into
account the great number of institutional and
extra-institutional experiences that have failed
because their "design” did not incorporate the true
makers of the transformation: the producers them-
selves.
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ANALISIS EPIDEMIOLOGICO Y ATENCION
VETERINARIA EN SALUD ANIMAL

V. ASTUDILLO, A. ZOTTELE, F. DORA

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 5§89, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. Laepidemiologia veterinaria se concibe como una disciplina cuyo objeto de estudio es
la comprensién de los problemas de la salud productiva animal, incluyendo su base organizativa y
los procesos de intervencion. Esta disciplinaes un instrumento indispensable en la planificacién de
la salud animal y en la intervencién veterinaria. En este trabajo se definen los espacios y planos de
explicacién epidemiolégica que permiten integrar la problematica de la salud animal, tanto desde la
perspectiva esencial y general definidas por el sistema econdmico-social prevaleciente, como del
caracter especifico que se corresponde con los modelos particulares de las enfermedades
transmisibles y de la produccién. Los problemas de la salud productiva y la elaboracién de sus
estrategias de transformacién demandan anilisis prospectivos que permiten configurar el cuadro
mas probable de los escenarios donde el proceso de cambio se desarrollara.

El perfil de la salud animal presenta diferentes
niveles de desarrollo derivados delas circunstancias
histéricas que, en distintos espacios y épocas,
condicionan la produccion ganadera (2). Los
problemas relativos a la salud productiva de los
animales agricolas deben considerarsecon relacion
a la organizacion econémico-social que, en cada
caso, ha alcanzado la produccion animal como
resultado de las actividades transformadoras de los
hombres sobre el medio. Asimismo, se¢ deben
incorporar las relaciones socioeconémicas
generadas en el proceso de produccién dentro de
esas sociedades (/).

Esas acciones productivas crean en el tiempo
y en el espacio escenarios que se caracterizan por
la existencia de una variedad de actores sociales y

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

de un dinamico proceso de intercambios e
interrelaciones que se resumen en un cuadro de
condiciones economicas, sociales, politicas y
culturales.

Estas son las condiciones bajo las cuales se
desarrollan las potencialidades productivo-
reproductivas de los animales, los intercambios
comerciales de insumos y productos de este proceso,
al mismo tiempo que "determinan" lascondiciones
epidemioldgicas parala generaciony diseminacion
de cuadros morbidos que afectan la produccion y
comercio de animales y sus productos.

Enesteenfoque, laepidemiologia veterinaria
considera toda la organizacion economico-social
de 1a ganaderia (estructuray procesos) como fuente
de explicacion para los problemas que afectan la
salud productiva, que identifica y establece los
mecanismos responsables por ocurrencias morbi-
das, por su mantenimiento endémico en ciertas
areasy su difusion hacia otras, por suno ocurrencia
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0 apariciéon ocasional en algunas regiones, y
finalmente, por permitir la caracterizacion de las
condiciones de riesgo de las diferentes dreas y
subpoblaciones ante un problema especifico.
Existe una relacion dialéctica entre salud
productivay enfermedad, pues son dos expresiones
de una misma y sola realidad, la de una poblacién
animal que produce en medio de una organizaciéon
econémico-social. Entre ambos términos existe
una relacion de identidad causal, ya que una
posible ecuacion bioproductiva incluye la salud
productiva como un todo inicial representado por
una posibilidad fisiolégico-econémica y la
enfermedad, que estd comprendida en ese todo,
como un riesgo o probabilidad econémico-social.
Ambas situaciones tienen un mismo origen
que estd en la estructura de produccién en que se
dan. De ahi que solo la propia sociedad responsable
por esa organizacion de la produccién puede "dar
o0 quitar" salud productiva a la poblacién animal.
Este enfoque de la epidemiologia veterinaria
no solo visualiza la explicacion de los problemas
que afectan a la salud productiva, sino también trata
sus soluciones considerando que en esa estructura de
produccidn estan inmersos los intereses de diversos
actores sociales, los cuales son afectados de diversas
maneras y grados por los diferentes problemas. Al
mismo tiempo, los actores sociales poseen recursos
de poder y materiales cuya utilizacién debe ser
esencial para dar viabilidad y continuidad a las
propuestas de solucion. De esta manera, este
enfoque amplio permite que la epidemiologia
veterinaria se convierta también en un instrumento
de la planificacion y gerencia de la atencion
veterinaria en el campo de la salud productiva.
Este enfoque de la epidemiologia es de gran
utilidad en cualquier dimensién espacial, sea
nacional, regional o local. Sinembargo, su efectivi-
dad, expresada como capacidad de respuesta, es
mas objetiva en los niveles local y regional, ya que
esalli donde los problemas ocurren, las estructuras
economico-productivas ticnen su existencia, los
actores sociales se movilizan, y donde se pueden
articular alianzas y consensos entre ellos y
materializar la participacion activa de la sociedad
en lasolucion de los problemas que afectan la salud
productiva.

Astudillo et al.

ESPACIOS DE ANALISIS
EPIDEMIOLOGICO

Esta concepcién incorpora los complejos
procesos sociales que incluye la transformacion
del papel del Estado. Asimismo, las politicas de
comercio internacional tienen una gran influencia
incluyendo la organizacién de convenios subre-
gionales deintegracién econémico comercial. Estos
han estimulado a los paises de América Latina a
revisar las orientaciones del sector agropecuario y
agroindustrial. Con ello aumenta la responsa-
bilidad de asimilar este proceso de cambio y de
adecuar la capacidad productiva de nuestros
rebafios, que incluye la proteccién y el fomento de
esa capacidad productiva.

Los instrumentos disponibles para el analisis
de los hechosy prevision de lo que se espera en los
proximos afios tienen ciertas limitaciones. Estan
basados en que los hechos del presente y del futuro
pueden ser explicados en funcién del conocimiento
de los hechos del pasado. Esto no es siempre
posible.

Como se ha indicado, los fenémenos de la
salud productiva animal son complejos y con
caracteristicatransitoria. En el contexto de procesos
permanentes y estructurales de la economia
pecuaria, los factores coyunturales han pasado a
tener una gran importancia sobre la explicacion de
situaciones. Cada momento condiciona un cambio
en lasrelaciones que definen el momento siguiente.
Esto hace que los modelos explicativos disponibles
no sean enteramente capaces de reflejar esos
comportamientos.

De ahi que sea necesario "ver la epidemio-
logia veterinaria" como una disciplina de sintesis
que abarca la comprension de los problemas de la
salud productiva animal como un todo, tanto en su
estructura como en sus procesos. Es una disciplina
que vamas allade los problemas de salud productiva
especificos o de una enfermedad, considerando la
sociedad en relacién con la organizacién produc-
tiva de la ganaderia, como fuente de explicacién
para los problemas y para sus soluciones.

La epidemiologia veterinaria es un instru-
mento indispensable para la planificacion de salud
animal y para la conduccién estratégica de los



procesos de atencion veterinaria. Permite anticipar
el conocimiento de las necesidades de atencidn,
identificar y determinar las condiciones de riesgo,
y orientar la definicion de prioridades de atencién
y la utilizacién de los recursos disponibles.

Laorganizacion, funcionamientoy evolucién
de los mecanismos y acciones de atencion
veterinaria adquieren una nueva dimensién con el
enfoque epidemioldgico que incorpora el contexto
de la realidad, que tiene importancia en la
comprension de los fenomenos de salud productiva
animal. Ello posibilita una vision sistémica ¢ inte-
gral de la salud y productividad animal, de su
entorno econdmico-social, de los factores
condicionantes y de las actividades desarrolladas.

Se abre un espacio a la necesidad de nuevos
caminos que permitan colocar la problematica
enfermedad-productividad animal como expresion
de las condiciones ecoproductivas imperantes en
diferentes espacios-poblaciony entender las articu-
laciones entre estosy los procesos mas generales de
la organizacion econdmico-social.

Las concepciones tradicionales del campo
veterinario a los problemas de salud productiva-
enfermedad o trastorno animal, no son suficientes
para explicar sus relaciones. De ahi que sea nece-
sario abrir el campo hacia enfoques conceptualesy
metodologicos mas integrales, que tengan mayor
capacidad de abarcar la complejidad real de los
procesos determinantes, de describir y explicar las
relaciones entre los procesos mas generales de la
sociedad (organizacion econdmico-social de la
produccion animal) con los perfiles de salud
productiva-enfermedad de los sistemas ecopro-
ductivos ganaderos y de los rebaiios (2).

Ladescripciony explicacion de los problemas
de saludy productividad animal noesindependiente
de quién y desde qué posicion lo hace. Cada grupo
social, con intereses especificos en la actividad
econémico ganadera, tiene una "forma de ver y
analizar" un problema especifico en este campo y
de "visualizar" su solucién, sobre la eficacia socio-
econdémica de las mismas con relacion a sus
intereses, aunque sean proyectos técnico-cientificos.
La forma como se perciben los fendmenos espe-
cificos en un sector econémico tiene una potencia
movilizadora de fuerzas (actores) sociales (3,4).
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El predominio de una forma de pensamiento
al respecto noes solo funciénde la mayor capacidad
explicativa en abstractode algunos técnicos. Frente
a la explicacion de la presentacion de algunos
problemasde salud animal y de sus soluciones, mas
de una vez en América Latina se ha observado una
confrontacién de conceptos, teorias, métodos y
técnicas, creandose asi un ambito de conflictos y
consensos entre los actores sociales.

La legitimidad de una forma de pensamiento
frente a la sociedad, si bien estd solucionada para
quienes tienen el poder de hacer predominar sus
proyectos, es también funcion de la potencialidad
de dar respuesta a los problemas de salud animal
desde el punto de vista de otros actores sociales y
demostrar superioridad en los planos tecnolégico
y metodologico, frente a otras lineas de pensa-
miento.

Por otra parte, la legitimacion de un cuerpo
de pensamiento exige ocupar espacios y acumular
fuerza pero, fundamentalmente, requiere un gran
desarrollo metodolégico y tecnoldgico. O sea, tener
lacapacidad de asumir todo el desarrollo cientifico-
técnico anterior, redefinirlo y levantarlo a un nivel
de mayor eficacia y eficiencia, incluyendo en ella
la visiones alternativas del problema.

Como se seiiald, la acumulacion de fuerzas
estara favorecida por la capacidad de plasmar un
pensamiento mas avanzado e integral sobre los
problemas salud productiva-enfermedad animal,
no solo por la mayor coherencia y fortaleza tedrica
de dicho pensamiento, sino por una capacidad
técnica superior a la de las otras interpretaciones,
y una mayor capacidad de dar respuesta a los
problemas de salud productiva animal. Esto se
aplica especialmente en los aspectos percibidos
como apropiados por otros actores sociales, sobre
todode aquellos cuyo concursode poder es necesario
para viabilizar los proyectos que valoramos como
importantes socialmente.

Los hechos que se identifican y se perciben
como fenémenos salud productiva-enfermedad
animal ocurren endiferentes dimensiones. Por una
parte pueden ser variaciones singulares, o sea,
entre animales o entre rebafios por atributos
individuales. Esto puede ocurrir en relacion con la
presencia de fiebre aftosa en animales o rebaiios,
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Donde se lee: ACTORES SOCIALES
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unos vacunados y otros no vacunados contra la
enfermedad (cuadro 1).

Otra dimensién posible esta dada por las
variaciones particulares, 0sea, entre subpoblaciones
0 entre sistemas ecoproductivos diferentes en un
pais, en la ganaderia de un gran estado o una
microregion ganadera, y en un mismo momento
dado (agrupaciones animales que difieren en las
condiciones de organizacién econémico-social de
la produccién animal). Esto puede ocurrir con
respecto alasituacionendémica de una enfermedad
animal.

Puede ser que 1a brucelosis bovina sea endé-
mica en regiones donde predomina el sistema
ecoproductivo familiar de pequefios propietarios y
noexisteen las regiones de sistemas ecoproductivos
decriaintensivapara came, o de lecherias empresa-
riales.

Cambiar para: ACUMULACIONES SOCIALES

Por ultimo, existe una dimensién posible
final que corresponde a los flujos de hechos
concernientes a la poblacién animal total o global
de un pais, de un estado o de una microregion.

La forma como se define un problema de
salud productiva animal delimita el espacio de
explicacion utilizado. Asi, cuando se define un
problema en el espacio singular, su potencia
explicativa se limita a lo que se podria calificar
como "epidemiologia del que" (enfermedad o
trastorno). La forma habitual de definicién de los
problemas a este nivel es la frecuencia y gravedad
de una patologia o trastorno especifico, entre
animales o entre rebafios.

Laexplicacion deestos hechosesta vinculada
alasformasespecificas de manejo de esos animales
y de esos rebafios, o la exposicién individual a
factores o procesos de riesgo, constituyendo asi los

Cuadro 1. Espacios y planos de explicacién epidemiolégica

PLANOS
ESPACIOS
ESENCIA ACTORES SOCIALES FENOMENOS
SISTEMA ORGANIZACIONES PRODUCCION DE
ECONOMICO Y ECONOMICAS Y BIENES Y
GENERAL SOCIAL. SOCIALES. SERVICIOS.
POLITICAS Y DISTRIBUCION
ESTRATEGICAS. DEL INGRESO.
CONSUMO
SISTEMA DE ORGANIZACIONES PERFIL DE
PRODUCCION ECONOMICAS Y SALUD ANIMAL
PARTICULAR PECUARIA. SOCIALES DEL P:((N.M.F,)
SECTOR MAN, GENT,
POLITICAS NUT.
PECUARIAS.
MODELO ORGANISMOS OCURRENCIA DE
EPIDEMIOLOGICO PUBLICOS Y FOCOS.
SINGULAR (ECOSISTEMAS) PRIVADOS, DANOS,
PROGRAMAS DE COBERTURA.
FIEBRE AFTOSA

Astudillo et al.



llamados grupos de riesgo (2,3). Los principios
genéricos definidos por la epidemiologia a este
nivel son las leyes de variacion de agentes, de
huéspedes y de los riesgos.

En este espacio se ubican la mayor parte de
los desarrollos metodologicos y técnicos de la
epidemiologia veterinaria paraestudiar epidemias,
evaluar factores de riesgo, hacer vigilancia
epidemiolégica de algunos problemas especificos,
y evaluar tecnologias.

La potencia de acciones sanitarias transfor-
madoras sobre los problemas estd limitada a las
posibilidades tecnologicas que se¢ hayan desa-
rrollado dentro de esos limites. El tipo de acciones
que se derivan de esta forma de definicién y
explicacion de los problemas de salud/producti-
vidad-enfermedad animal se orientan al control de
los dafios fisico-sanitarios y riesgos especificos y,
consecuentemente, de 1aorganizacién deun modelo
de atencion veterinaria con programas dirigidos a
patologias especificas, muchas veces verticalistas
y centralizadoras. Sin embargo, es necesario que
los técnicos dominen el bagaje técnico disponible
a este nivel para dar respuesta a problemas de la
salud productiva animal desde los servicios y en
condiciones de limitacion de recursos de poder.

Esto es basico para ganar legitimidad, y para
poner en evidencia las limitaciones del enfoque y
la necesidad de redefinir los problemas en espacios
superiores.

La definicidn y explicacion de los problemas
de salud productiva en el espacio particular
corresponderiaa lo que podriallamarse "epidemio-
logia de quién" (sistemas ecoproductivos), en que
los problemas se definen como variaciones en el
perfil salud productiva-enfermedad en los sistemas
ecoproductivos ganaderos.

En este caso, la explicacion de los problemas
de salud animal se focaliza en el proceso de organi-
zacion (estructura y dindmica) de las condiciones
de producciéon animal a través de la inversién
técnico-material que las crea (capacidad productiva/
salud animal) de cada sistema ecoproductivo ani-
mal a través de diferentes "momentos" de dicho
proceso. _

El abordar los problemas de salud productiva
animal a este nivel permite tener una mayor potencia
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explicativa en términos de productividad-enfer-
medad animal. Esto se debea que se incorpora todo
el arsenal de aspectos relativos a la estructura y
dinamica de las condiciones de produccién de la
poblacién animal, que son las que determinan el
perfil salud productiva-enfermedad animalen cada
sistema ecoproductivo animal.

Elproceso deorganizacion de las condiciones
de produccién animal en cada ecosistema
productivo comprende al menos cuatro momentos
basicos:

a) ¢l momento bioldgico poblacional,
relacionado a la fecundidad, gestacion, precocidad,

b) el momento ecoldgico, relacionado a
pasturas, densidad animal, exposicién y ciclos
epidemioldgicos de enfermedades, saneamiento
ambiental, condiciones de produccion;

¢) el momento de manejo animal, rela-
cionado a movimientos zootécnicos, rotacién de
campos, medidas de proteccion sanitaria, alimen-
tacién, y

d) elmomento econémicoproductivo, rela-
cionado a las relaciones econdémicas de la
produccién animal, la inserciéon en el proceso
productivo, las relaciones con ¢l mercado de insu-
mosy el de productos, la comercializacién animal,
la productividad animal.

La concepcién del momento involucra un
proceso conjunto que supera la nocién de etapay la
visién de estructuras de procesos independientes.
Cada momento incluye el conjunto de los otros
momentos y es afectado por ellos. Al abordar un
momento dado, encontramos todos los momentos.

Al abordar la explicacién de los problemas
de salud animal, a nivel del espacio particular, se
pretende fortalecer esa capacidad explicativa,
disminuir las dificultades que existen en muchos
servicios desalud animal para definir los problemas
y evaluar las acciones en términos de salud
productiva animal, incorporar un pensamiento
socioecondmico mas avanzado en los espacios
técnicos de salud animal, asumiendo la potenciali-
dad explicativa delas ciencias biolégicas, econémi-
casy sociales a partir de la definicién de problemas
de salud productiva-enfermedad animal y de la
seleccion de acciones que potencien una mayor
efectividad y eficiencia.
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Lostipos deacciones sanitariasderivadas del
estudio del espacio particular tenderian a orga-
nizarse en planes de salud animal por sistemas
ecoproductivos, incluyendo los flujos de comercio.
Estoabriria ms posibilidades ala descentralizacién
delaatencién veterinariay a la participacion de los
ganaderosy otros sgmentos sociales que conviven
con dichos sistemas, buscando mejorar la salud y
productividad animal.

En resumen, tratar los problemas a nivel de
espacio de lo particular amplia la potencia expli-
cativa y de transformacién.

Finalmente, los problemas de salud produc-
tiva pueden ser vistos como variaciones a nivel del
espacio de lo general, donde son identificados en
una poblacién ganadera de un pais, estado o una
gran region. Su andlisis permite seleccionar los
problemas de salud productiva-enfermedad con
modelos econémicos, cambios histéricos de los
procesos politicos, eimpacto de grandes catéstrofes.

De ahi que este nivel sea el de la revisién de
laspoliticasy planes de salud animal. Los problemas
aparecen como necesidades de decidir entre
prioridades de diferentes grupos de poblacién ani-
mal o sistemas ecoproductivos ganaderos, o entre
diferentes planes, la forma de insercién de los
perfiles de salud-productividad animal yde modelo
de atencién veterinaria con los procesos econémi-
cos, sociales, politicos y ecolégico-regional. Aqui
se definen las caracteristicas basicas del modelo de
atencion veterinaria.

Es importante llamar la atencién sobre el
carécter no excluyente de los tres espacios indicados
(singular, particular y general). Por el contrario, se
deben considerar como complementarios. El espacio
delo general incluye lo particulary este lo singular.
En las acciones de salud animal est4 implicito dar
respuesta en el espacio de lo singular, aun cuando
tenga condiciones de identificar y explicar sus
problemas a nivel general.

Como 1ltima consideracion, el tratamiento
de los problemas de salud productiva, su
identificaciony explicacién para la elaboracion de
estrategias de transformacion no debe limitarse a

la situacién observada ni a la extrapolacién de
series de datos histéricos.

Es necesario realizar andlisis prospectivos
(inferir prospectivamente) para configurarel cuadro
mas probable de los escenarios donde el proceso de
cambio se desarrollard. De esta manera podran
evaluarse las posibles modificaciones que pueden
ocurriren los distintos aspectos considerados (nivel
productivo, problemas de salud animal, factores de
riesgo, estrategias de transformacién). Este enfoque
implica el desarrollo de una epidemiologia vete-
rinaria prospectiva, que permita desarrollar esce-
narios epidemiolégicos futuros con una concepcién
multidimensional e histérica consecuente con los
escenarios productivos, econdmicos, sociales y
politicos.
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EPIDEMIOLOGICAL ANALYSIS AND ANIMAL-HEALTH
VETERINARY ATTENTION

V. ASTUDILLO, A. ZOTTELE, F. DORA

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
P.O. Box 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brazil

SUMMARY. Veterinary epidemiology is conceived as a discipline whose purpose of study is an
understanding of the problems of productive animal heaith, including its organizational basis and
the processes of intervention. This discipline is an indispensable instrument in animal-health
planning and in veterinaryintervention. This paper defines the spaces and planes of epidemiological
explanation that enable observers to assess the problems of animal health from the essential and
general perspectives defined by the prevailing economic and social system, as well as from the
specific character corresponding to the particular models of the transmissible diseases and of
production. The problems of productive health and the conception of its strategies of transforma-
tion, require prospective analyses that lead to a configuration of the most probable of the scenarios

wherein the process of change will be developed.

The profile of animal health presents differ-
ent levels of development derived from the histori-
cal circumstances which, in distinct spaces and at
distinct times, have conditioned livestock produc-
tion (2). The problems related to the productive
health of farm animals must be pondered in rela-
tion to the economic and social organization which,
in each case, has achieved livestock production as
the result of activities by which man has trans-
formed the environment. Likewise, the socioeco-
nomic relationships generated in the production
process within those societies should also be incor-
porated (/).

Those productive actions create, over time
and space, scenarios characterized by the existence

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).

of a variety of social actors and a dynamic process
of exchanges and interrelationships that form a
picture of economic, social, political and cultural
conditions.

They are the conditions under which develop
the productive-reproductive potentialities of ani-
mals, the commercial exchanges of this process’
inputs and products. At the same time, they "deter-
mine" the epidemiological conditions for the gen-
eration and spreading of morbid situations that
affect the production and trade of animals and their
products.

From this approach, veterinary epidemiol-
ogy considers the livestock industry’s entire eco-
nomic and social organization (structure and pro-
cesses) as a source of explanation for the problems
affecting productive heaith, that identifies and
establishes the mechanisms responsible for morbid
occurrences, for their endemic presence in certain
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areas and their spreading toward others, for their
nonoccurrence or occasional appearance in some
regions and, finally, for making it possible to
characterize the risk conditions of the different
areas and subpopulations vis-a-vis a specific prob-
lem.

A dialectic relationship exists between pro-
ductive health and disease, whereas they are two
expressions of the same and sole reality: that of an
animal population producing in the midst of an
economic-social organization. Between both ends
there exists a relationship of causal identity, since
apossible bioproductive equationincludes produc-
tive health as an initial whole represented by a
physiological-economic possibility, and the dis-
ease, which is encompassed in that whole as a risk
or economic and social probability.

Both situations share the same origin in the
structure of production inwhich they occur. There-
fore only the very society responsible for that
production organization can "give or take" produc-
tive health to or from the animal population.

This veterinary epidemiological approach
not only visualizes the explanation of the problems
that affect productive health, but also weighs solu-
tions considering that this production structure
embraces the interests of diverse social actors that
are affected in varying ways and degrees by the
different problems. At the same time, the social
actors possess power resources and materials whose
utilization should be essential to yield feasibility
and continuity for the solutions proposed. In this
way, the broad approach of veterinary epidemiol-
ogy enables it to metamorphose into an instrument
of planning and management for veterinary atten-
tion in the productive health field.

This approach of epidemiology is of great use
in any spatial dimension, whether national, re-
gional or local. Nevertheless, its effectivenesss,
expressed as a response capability, is more objec-
tive at the local and regional levels. It is there that
the problems occur, that the economic-productive
structures exist, that the social actors are mobilized
and alliances and consensuses forged among them.
And it is there that the society’s active participa-
tion in solving the problems affecting productive
health can be materialized.

Astudillo et al.

SPACES OF EPIDEMIOLOGICAL
ANALYSES

This concept incorporates the complex social
processes that include the transformation of the
State’s role. Likewise, international trade exer-
cises greatinfluence, including the organization of
subregional economic and trade-integration agree-
ments. These have stimulated the Latin American
countries to review the orientations of the agricul-
tural and agroindustrial sector. The result in-
creases the responsibility of assimilating this pro-
cess of change and of raising the productive capa-
bility of our herds, including the protection and
expansion of that productive capability.

The instruments available for analyzing the
facts and forecasting expectations in the coming
years disclose certain limitations. Such instru-
ments are based on the idea that present and future
facts and factors can be explained through the
knowledge of the facts of the past. This is not
always possible.

As has been mentioned, the phenomena of
productive animal health are complex and charac-
teristically transitory. Within the context of the
livestock economy’s permanent and structural pro-
cesses, the conjunct factors have assumed a great
importance in explaining situations. Each mo-
ment conditions a change in the relationships that
define the following moment. The ensuing result is
that the available explicative models are not ens
tirely able to reflect such behavior.

Itthusbecomes necessary to "view veterinary
epidemiology" as a discipline of synthesis that
embraces the understanding of productive animal-
health problems as a whole, in both their structure
and their processes. As a discipline, it goes beyond
the specific productive-health problems or beyond
a disease, preferring to consider the society in
relation to the livestock industry’s productive or-
ganization as the source for explaining and solving
the problems.

As an indispensable instrument for animal-
health planning, and for strategically steering the
veterinary attention processes, veterinary epide-
miology enables one to anticipate the needs of
attention, identify and determine the risk factors,



orient both the definitions of the priorities of
attention and the utilization of available resources.

The organization, functioning and evolution
ofthe veterinary attention mechanismsand actions
take on a new dimension with the epidemiological
approach that incorporates the context of reality, of
major importance in understanding the productive
animal-health phenomena. This makes it possible
to develop a systemic and integral view of animal
health and animal productivity, of their economic
and social milieu, of the conditioning factors and
of the activities developed.

A space thus opens to the need for new routes
that enable the problematics of animal productiv-
ity and disease to be taken as an expression of the
ecoproductive conditions dominant in different
population-spaces and to understand the associa-
tions and connections between them and the more
general processes of the economic and social orga-
nization.

The traditional conceptions held in the vet-
erinary field about the problems of animal distur-
bance or productive health-disease are unable to
explain their relationships. Thus it becomes neces-
sary to open the field toward more integral meth-
odological and conceptual approaches that have a
greater capability to encompass the real complex-
ity of the determinant processes to describe and
explain the relationships between the society’s
more general processes (economic and social orga-
nization of animal production) and the productive
health-disease profiles of the livestock-raising
ecoproductive system and of the herds (2).

With respect to their description and expla-
nation, the animal-health and productivity prob-
lems are not independent of the describer or ex-
plainer, nor of the standpoint adopted. Each social
group with specific interests in the livestock
economy and activity has its own way of "regard-
ing and analyzing" a specific problem in this field
and of "visualizing" its solution, considering their
socioeconomic efficacy vis-a-vis their interests
even though they may be technological or scien-
tific projects. The way in which the specific phe-
nomena are perceived in the economic sector
conveys a mobilizing potential of the social (ac-
tors) forces (3,4).

73

The predominance of a way of thinking about
this matter is not only a function of the greater
abstract explanatory capability of some technical
personnel. Given the explanation of the appear-
ance of certain animal-health problems and of their
solutions more than once in Latin America, there
has been a confrontation of concepts, theories,
methods and techniques, which has created an
environment of conflicts and consensuses among
the social actors.

The legitimacy of a way of thinking vis-a-vis
asociety, although it may be resolved for those who
have the power to force their projects to dominate,
is also a function of the potentiality to respond to
animal-health problems from the viewpoint of
other social actors and to demonstrate superiority
on the technological and methodological planes,
where other ways of thinking are concerned.

On the other hand, the legitimization of a
body of thought requires that space be opened and
forces accumulated, but fundamentally it requires
a large-scale technological and methodological
development. Which is to say, having the capabil-
ity to assume all the preceding scientific and
technical development, redefine it and lift it to a
higher level of efficacy and efficiency, and includ-
ing in that legitimacy the alternative views of the
problem.

As underscored above, the accumulation of
forces will be favored by the capability to forge a
more advanced and integral thinking about the
productive health-animal disease problems, not
only because of the greater theoretical strength and
coherence of such thinking, but rather because of
a technical capability superior to that of the other
interpretations, and a greater capability to respond
to the animal productive-health problems. This
applies especially in the aspects perceived as rel-
evant by other social actors, above all those whose
resources of power are necessary to render feasible
the projects that we value as socially important.

The facts and occurrences that are identified
and perceived as animal productive health-disease
phenomena occur in different dimensions. On the
one hand they may be singular variations, that is,
among animals or among herds by individual
attributes. This may occur in relation to the pres-

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993



74

ence of foot-and-mouth disease in animals or
herds, some vaccinated and other not vaccinated
against the disease (table 1).

Another possible dimension is given by the
particular variations, that is, among subpopula-
tions or among different ecoproductive systems in
a country, in the livestock industry of a large state
or a livestock-raising microregion, at the same
given moment (animal groupings that differ in the
economic-social organization conditions of ani-
mal production). This may occur with respect to
the endemic situation of an animal disease.

Perhaps bovine brucellosis is endemic in
regions where the small proprietary family ecopro-
ductive system predominates, or the disease may
notexistin regions of intensive beef-raising ecopro-
ductive systems or of entrepeneurial dairy farm-
ing.

Finally, there exists a possible final di
sion that corresponds to the flows of facts con
ing the overall or total animal population
country, state or microregion.

The form in which an animal produ
health problem is defined delimits the explan
space utilized. Thus when a problem is defin
a singular space its explicative potential is lir
to what could be termed "epidemiology o,
what" (disease or disturbance). The usual for
defining the problems at this level is the frequ
and gravity of a pathology or specific disturba
among animals or among herds.

The explanation of these facts is linked tc
specific forms of managing these animals
these herds, or the individual exposure to
factors or processes, thus making up the so-ca
risk groups (2, 3). The generic principles define:

Table 1. Spaces and Planes of Epidemiological Explanation

PLANES
SPACES
ESSENCE SOCIAL ACTORS PHENOMENA
ECONOMIC & SOCIAL & PRODUCTION OF
SOCIAL ECONOMIC GOODs &
GENERAL SYSTEM. ORGANIZATIONS. SERVICES.
POLICIES & INCOME
STRATEGIES. DISTRIBUTION.
CONSUMPTION
LIVESTOCK ECONOMIC ANIMAL-HEALTH
PRODUCTION AND SOCIAL PROFILE
PARTICULAR SYSTEM. ORGANIZATIONS P: F(N.M,F)
OF THE LIVESTOCK MAN, GENT
POLICIES NUT.
SECTOR.
EPIDEMIOLOGICAL PUBLIC & OCCURRENCE OF
MODEL. PRIVATE BODIES. FOCI.
SINGULAR (ECOSYSTEM) FMD PROGRAMS DAMAGE,
COVERAGE.
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epidemiology at this level are the laws of variation
of agents, hosts and risks.

This space contains the major part of veteri-
nary epidemiology’s technical and methodologi-
cal developments to study epidemics, to evaluate
risk factors, to conduct epidemiological surveil-
lance of some specific problems, and to evaluate
technologies.

The potential of transformative sanitary ac-
tions on the problems is limited to the technologi-
cal possibilities that have been developed within
those limits. The types of actions that are derived
from this form of definition and explanation of the
animal health/productivity-disease problems are
oriented toward the control of the physical and
sanitary damages and specificrisks. Consequently
they employ the organization of a veterinary atten-
tion model with programs directed to specific
pathologies, very often verticalist and centralising.
Nevertheless, it is necessary that the technicians
dominate the technical knowledge available at this
level in order to reply to problems of animal
productive health from the services and in condi-
tions of limited power resources.

This is basic to earn legitimacy, to evidence
the limitations of the approach and the need to
redefine the problems in larger spaces.

The definition and explanation of the pro-
ductive-health problems in the particular space
would correspond to what could be called the
"epidemiology of whom" (ecoproductive systems)
wherein the problems are defined as variations in
the productive health-disease profile at the level of
livestock-raising ecoproductive systems.

In this case the explanation of animal-health
problems focuses on the process of organization
(structure and dynamics) of the animal-produc-
tion conditions through the technical-material
investment that creates them (productive capacity/
animal health), of each animal ecoproductive sys-
tem through different "moments" of the said pro-
cess.

Approaching the problems of animal pro-
ductive health at this level leads to a greater
explicative potential in terms of animal productiv-
ity and disease. This results from the inclusion of
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all the arsenal of aspects relative to the structure
and dynamics of the production conditions of the
animal population. Those are the conditions that
determine the animal productive health-disease
profile in each animal ecoproductive system.

The process of organization of the animal-
production conditions in each productive ecosys-
tem encompasses at least four basic moments:

(a) the populational-biological moment,
associated with fecundity, gestation and precocity;

(b) the ecological moment, associated with
pasturelands, animal density, exposure and dis-
ease epidemiological cycles, environmental sani-
tation and production conditions;

(c) the animal-management moment, asso-
ciated with zootechnical movements, ficld rota-
tion, sanitary protection measures, feeding, and

(d) the economic-productive moment, asso-
ciated with the economic relationships of animal
production, its insertion into the productive pro-
cess, the relations with the inputs and products
markets, animal trade and animal productivity.

The conception of moment involves a joint
process that exceeds the notion of stage or phase
and the view of structures of independent pro-
cesses. Each moment conjoins the other moments
and is affected by them. Upon scrutinizing a given
moment we encounter all the moments.

Upon examining the explanation of the ani-
mal-health problems, at the particular space level,
the intention is: to strengthen that explicative
capability; to reduce the difficulties existing in
many animal-health services with respect to defin-
ing the problems and assessing the actions in terms
of productive animal health; to annex a more
advanced soctoeconomic thinking in the animal-
health technical spaces, assuming the explicative
potentiality of the biological, economic and social
sciences based on the definition of animal produc-
tive health-disease problems and on the selection
of actions that encourage greater effectiveness and
efficiency.

The types of sanitary actions derived from
the study of the particular space would tend to be
organized on animal-health planes according to
ecoproductive systems, including the flows of trade.
This would open further possibilities for the decen-
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tralization of veterinary attention and for the par-
ticipation of the livestock-raisers and other social
segments that cohabit with such systems, all seek-
ing to improve animal health and animal produc-
tivity.
In summary, dealing with the problemsat the
level of particular space broadens the explicative
and transformative potentials.

Finally, the productive health problems may
be viewed as variations on the general space level,
where they are identified at the level of a livestock
population of a country, state or large region. This
level of analysis enables the productive health-
disease problems to be selected with €conomic
models, historical changes of the political pro-
cesses, and impact of large catastrophes.

So it follows that thisis the level of the review
of animal-health policies and plans. The problems
appear as needs to decide, from among priorities of
different animal population groups, livestock
ecoproductivesystems, ordifferent plans, the proper
way to insert the animal-health productivity pro-
files and the veterinary attention model with the
economic, social, politicaland ecological-regional
processes. The basic characteristics of the veteri-
nary attention model are defined at this level.

It is important to draw attention to the
nonexclusive character of the three spaces dis-
cussed (singular, particular, general). On the con-
trary, they should be considered as complemen-
tary. The general space includes the particular,
which in turn includes the singular. Itisimplicitin
the animal-health actions to respond in the singu-
lar space, even when the activity has conditions to
identify and explain its problems at the general
level.

As a final consideration, the treatment of the
productive health problems, their identification
and explanation for the drawing up of transforma-
tive strategies, should not be restricted to the
situation observed nor to the extrapolation of series
of historical data.

Prospective analyses must be carried out
(infer prospectively) to provide the most probable
of the scenarios wherein the process of change will
be developed. In this way, one may evaluate the
possible modifications that can occur in the differ-
ent aspects under consideration (productive level,
animal-health problems, risk factors, transforma-
tive strategies). This approach implies the devel-
opment of a prospective veterinary epidemiology
that enables students of the subject to develop
future epidemiological scenarios havinga multidi-
mensional and historical conception ensuing from
the economic, social and political productive sce-
narios.
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PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES CONTRA LA FIEBRE AFTOSA

JL. da SILVA, M.M. KANASHIRO, D.L. BRUM

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN: Se describen los anticuerpos monoclonales (AcMs) producidos contra los virus dela
fiebre aftosa tipos O, A y C. Para la caracterizacién preliminar se utilizaron las pruebas de virus-
neutralizacién y seroproteccién, y para la reaccién de los AcMs, la prueba EITB con la proteina
desnaturalizada del virus. Algunos AcMs que no neutralizaron la infeccién del virus en cultivos de
tejidos se mostraron capaces de neutralizaria en ratones lactantes. Los AcMs designados 7EE6 y
7JA1, originarios del virus C, Indaial, mostraron reaccién cruzada con los virus heterdlogos O,

Campos y A,, Cruzeiro de la fiebre aftosa.

La proteccién de animales contrala infeccion
por aftovirus es una tarea compleja que puede
ocurrir mediante varios mecanismos. Por ejemplo,
la neutralizacién directa o indirecta del virus infec-
cioso a través de anticuerpos y fagocitosis se ha
propuesto como un mecanismo principal de defensa
inmunolégica contra la invasion viral (/9). La
introduccion de la tecnologia de anticuerpos
monoclonales (AcMs) ayuda a entender los
mecanismos de neutralizacion viral (20), carac-
teriza la extensa diversificacion antigénica de los
virusy definelos lugaresantigénicos de la superficie
viral (6,7,9).

Numerosas agrupaciones utilizan AcMs para
entender 1a complejidad antigénica delos aftovirus.
Analisis secuenciales de mutantes resistentes de
AcM s de aftovirus tipo O (cepa O K) (/2), iden-
tificaron cuatro sitios antigénicos, uno delos cuales

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

corresponde a la region sensible a la tripsina en la
secuencia aminoacida 140-160 y al residuo 208 del
extremo C del VP,. Unsegundositio, involucrando
los aminoacidos 43 y 44, fue identificado también
enel VP . El tercero estaba asociado a los residuos
de la secuencia de los aminoacidos 70-73, 75,77 y
131 del VP, y el dltimo, en el residuo 58 del VP,
(12).

Para el aftovirus tipo A (cepa A, Holanda)
(23) se informaron cuatro sitios antigénicos: el
primero fue sensible a la tripsina e incluyé la
secuencia 140-160del VP , mientras que el segundo
nofue sensiblealatripsina e incluy6 principalmente
el VP,. Se encontraron otros dos sitios menos
significativos en los residuos 169 del VP yen el
extremo C del VP,.

Los conocimientos actuales sobre los epitopes
discontinuos de los sitios antigénicos del serotipo
C (cepa C-S8) de la fiebre aftosa que son inde-
pendientes del sitio A (VP, 140-160), fueron
revisados recientemente (/4). Uno de estos sitios,
llamado sitio C, corresponde al extremo carboxi
del segmento del VP,. Aunque en el aftovirus tipo
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O los sitios A y C en conjunto forman un dominio
(domain) discontinuo (sitio 1), en los virus tipo C
aparecen como sitios continuos independientes.
Otro sitio en este ultimo virus, localizado cerca del
eje de la capside de la tercera generacién, es un
dominio antigénico discontinuo que aparece como
uno de los principales sitios antigénicos (/3),
mientras que un tercer sitio antigénico indepen-
diente est4 localizado cerca del eje de la capside de
la quinta generacion. Ademas, Mateuetal. (14, 15)
describieron por lo menos otros 14 epitopes
continuos diferentes en el sitio A y dos epitopes en
el sitio C, utilizando un panel de 18 AcMs neutra-
lizantes, algunos de los cuales se incluyen en este
estudio.

Ungrupode AcMs dirigidos contradiferentes
sitios antigénicos puede ser muy util parael estudio
delaantigenicidad delas vacunas. Ademas, pueden
transformarse en una importante herramienta
epidemiologica parael estudiode relacionamientos
antigénicos entre las cepas de virus de vacunayy los
virus de fiebre aftosa que aparecen en el campo y
ayudan en la definicion de la estrategia adecuada
de las vacunas.

Este informe describe la produccion de series
de AcMs contra los aftovirus tipos O, Ay C. Su
caracterizacion preliminar se discute con base en
los resultados obtenidos con pruebas de virus-
neutralizacion y de seroprotecciony por su reaccion
con proteinas virales en EITB.

MATERIALES Y METODOS

Virus: En este estudio se emplearon las cepas de
virus utilizadas para la formulacién de vacunas
contra la fiebre aftosa en la mayoria de los paises
de Américadel Sur: O, CamposBr/58, A, , Cruzeiro
Br/55 y C, Indaial Br/71. Normalmente, las
preparaciones virales fueron inactivadas con BEA
(4) y purificadas en un gradiente de cloruro de
cesio.

Inmunizacién: Se inocularon, semanalmente,
ratones Balb/c machos de 6 a 10 semanas de edad
por via intraperitoneal con 40/pg de preparacion
viral purificada, inactivada o sin inactivar. Para la
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primera inoculacion, se emulsionaron muestras de
virus en adyuvante de Freund completo. Para la
segunday tercera inoculaciones seutiliz adyuvante
de Freund incompleto. La cuarta inoculacion fue
administrada sin adyuvante, dos dias antes de la
fusion.

Anticuerpos monoclonales: Bazos de ratones
inmunizados, removidos asépticamente, se lavaron
y maceraron en medio Eagle modificado Dulbecco
(DMEM). Las células fueron cosechadas y
concentradas por centrifugacion a 1000g durante
8 minutos a 4°C. Los pellets se trataron con
solucién tampén ACK (NH,C1 0,15 M; KHCO,
0,01M; Na,EDTA 0,01 M) por un minuto en bafio
frio y después neutralizados con 40 ml de DMEM
conteniendo suero fetal bovino (5%) y heparina
(5 U/ml). Posteriormente, la suspension celular:
fue centrifugada y los pellets resuspendidos en
DMEM.

Células de mieloma SP,/0 Ag 14 ensufase de
crecimiento exponencial se cultivaron enun medio
SP2 (DMEM con 2mM de L-glutamina, 1 mM de
piruvatode sodio, adicionado de 15% de suero fetal
bovino), y fueron lavadas y resuspendidas en
DMEM. Las células de bazo y de mieloma se
mezclaronen una proporcionde4:1 respectivamente
y fueron centrifugadas. Los pellets de células se
dispersaron cuidadosamente y las fusiones se
realizaron adicionando 1 ml de polietileneglicol
1500 (NBS Biologicals*) (PEG 1500 50% p/v en
DMEMYy 5% dimetilsulf6xido) para cada 1,8 x 10°
células, mezclando por rotacion durante los dos
minutos siguientes. Inmediatamente después, se
adicionaron, lentamente, 20 ml de DMEM por un
periodo de tres minutos, usando un cuentagotas.
Las células suspensas se pipetearon cuidadosamente
y se incubaron a 37°C por 15 minutos en bafio de
agua.
Después de la incubacion, los sobrenadantes
se trasladaron a tubos limpios, los volimenes se
ajustaron a 40 ml con DMEM y se centrifugaron.
Los pellets fueron resuspendidos en un medio

* La mencién en este trabajo de firmas comerciales o de sus
productos essolo para identificacién y no constituye endoso por

los autores o sus organizaciones.



HAT (SP2 con hipoxantina 0,1 mM, aminopterina
0,0004 mM y timidina 0,016 mM) con 2,5 X 10¢
células/ml, aproximadamente, y distribuidas en
placas de 96 pocitos conteniendo 0,2 mi/pocito.
Las placas se colocaron en una incubadora a 37°C
en atmosfera hameda con 5% de CO,.

El crecimiento del hibridoma se examin6
diariamente, hasta que se observaron aproxima-
damente 300 células en la colonia de hibridomas.
Los sobrenadantes se recolectarony analizaron por
la prueba ELISA, como se describe mis abajo,
buscando anticuerpos especificos. Hibridomas
positivos fueron clonados tres veces por la técnica
de dilucion limitante. Los hibridomas s¢ mantu-
vieron en un medio de cultivo HT (medio SP2 con
0,1mM de hipoxantina y 0,016 mM de timidina).

Prueba ELISA: Los hibridomas se sometieron a
pruebas ELISA segun los métodos descritos (2).
Resumiendo, las placas ELISA (Nunc Immu-
noplates*) se cubrieron con suero hiperinmune de
conejo especifico a cada tipo de aftovirus (O, Ay
C), para que actuasen como anticuerpos de captura.
En cada placa se colocaron aftovirus homologos a
cadaanticuerpo de capturay se incubaron. Después
de la incubacién y los correspondientes lavados,
los sobrenadantes de cada cultivo de hibridoma se
sometieron a reaccion con el virus homélogo, por
30 minutos, a 37°C.

Las reacciones positivas se detectaron adicio-
nando un conjugado de inmunoglobulina caprina
antiratoncon peroxidasa de rabanitoy desarrollan-
dola con dihidrocloruro de ofenilenediamina.

Caracterizacén de anticuerposmonoclonales: Los
isotipos de AcM se determinaron por la prueba de
immunodifusién en gel de agar IDGA), utilizando
antisuero especifico para cada isétipo.

Las concentraciones de AcMs se determi-
naron por IDGA como se describi6 (22). En
resumen, se prepar agarosa al 1% en 10 mM de
Tris-HC1, 140 mM de NaCl y 0,1% de NaN,.
Después de la fusion de 1a agarosa, se adicionaron
90 pg de IgG bovina antiratén por cada 12 mi de
la solucion de agarosa a 40-50°C, y fue vertida en
placas Petri de 10 cm de didmetro. Se hicieron siete
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pocitos en cada placay s¢ llenaron con 10 ul de los
AcMs correspondientes. Las concentraciones de
AcMs se estimaron midiendo el halo de preci-
pitacién, comparandolo con padrones basados en
datos obtenidos en concentraciones de AcMs
conocidos (0 pg; 0,2ug; 0,4 pg; 0,8 pg).

Lacapacidad de los AcMs para neutralizar la
infecciosidad de los virus in vitro ¢ in vivo fue
comprobada por pruebas de virusneutralizacion
(VNT)yde seroproteccion (MPT), respectivamente.
Parala VNT (10), se distribuyeronsuspensiones de
cultivo de células IBRS-2, conteniendo 3 x 10°
células/ml, en cantidades de 0,1 ml, en 96 pocitos
y se incubaron a 37°C por 24 horas, en incubadora
con CO,.

Cuatro soluciones de la cuarta generacion de
AcMs positivos seincubaron convirus previamente
titulados (100 DICT, ) a 37°C por 1 hora. Esta
mezcla devirus y AcM se distribuy6 en cantidades
de 0,1 ml sobre la camada de cultivo celular. Los
titulos de AcMs se expresaron como el log, de la
reciproca de la dilucién mas baja de AcM que
permitio la formacion de placas.

La prueba de MPT se realizé como descrito
(8). En resumen, ratones lactantes de 4 a 6 dias de
edad se inocularon por via subcutinea con 0,1 ml
de AcMs sin diluir. Una hora mas tarde, se les
inoculé por via intraperitoneal con 0,05 ml de
cuatro diluciones seriales de virus de la décima
generacion (102, 107, 10y 107%). La DI ; de los
virus en presencia de AcMs se calculé por el
método Reed Muench y el resultado se expresé
como el indice de seroproteccion. Los sueros de
control positivos y negativos y las titulaciones de
virus se incluyeron en los procedimientos VNT y
MPT. Los resultados se aceptaron solo cuando
estos controles estaban en concordancia con los
titulos padrones previamente establecidos.

Para determinar la reaccion de los AcMs con
la proteina estructural del virus, se realizé una
prueba EITB segiin el procedimiento descritoen el
manual técnico del "Mini Trans-Blot BIORAD*".
Las proteinas estructurales del virus se separaron
en SDS-PAGE con 10% de acrilamida/bisacrila-
mida. Para cada gel se utilizaron 100 pg de virus
purificado en un gradiente de cloruro de cesio y se
trasladaron a membranas de nitrocelulosa. Se us6
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una solucién de albimina de suero bovino (BSA)
al 2%en PBS (0,136 M NaC1; 0,002 MKC1; 0,01
M Na,HPO,; 0,001 M KH,PO,), para saturar
membranas de nitrocelulosa durante la noche, a
5°C. Tiras de membranas de nitrocelulosa saturadas
se sometieron a reaccién con cada sobrenadante de
AcM diluido al 1:2 en PBS con 2% de BSA
(tampén diluyente) y fueron incubadas a 25°C
durante dos horas bajo constante agitacion. Poste-
riormente, las tiras de nitrocelulosa se lavaron tres
veces con PBS conteniendo 0,05% de Tween 20, se
adiciond un conjugado de inmunoglobulina bovina
antiraton con peroxidasa de rabanito y esta prepa-
racion fue incubada por una hora. La reaccion se
realiz6 con 4-cloro-1-naftol (16).

RESULTADOS

Anticuerpos monoclonales: El proceso de
inmunizacién con virus vivos y/o inactivados y
purificados de la fiebre aftosa provoco una buena
inmunidad en ratones, contra cada cepa del virus.
Sin embargo, la inoculacion usando virus sin
inactivar produjo un niimero mayor de hibridomas
positivos. Las fusiones resultaron en 120 lineas de
hibridomas celulares secretando anticuerpos
continuamente. De estos, 35 fueron hibridomas
especificos para O, Campos, 58 para A,, Cruzeiro
y 27 para C, Indaial.

Los datos de 20 AcMs contra cada cepa de
virus se muestran en los cuadros 1, 2 y 3. Fueron
seleccionados entre todos los AcMs obtenidos en
este estudio, basados en sus caracteristicas (este
informe) y su falta de reaccién cruzada con otras
cepas de aftovirus de un serotipo diferente (datos
no mostrados).

Las colonias de hibridomas fueron clonadas
para certificar la homogeneidad y estabilidad en
las lineas de hibridomas celulares. En cada caso, se
confirmé la buena capacidad de secrecién de
anticuerpos de las lineas de hibridomas celulares.

Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales:
En los cuadros 1, 2, y 3 se muestran los is6tipos de
AcM. Todos los isétipos IgG3 fueron capaces de
neutralizar la infecciosidad del virus en ratones
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lactantes. La unica excepcién fue el AcM 7JA1,
que mostrd reaccion cruzada con los virus O y A.

Las concentraciones de AcMs por IDGA
mostraron grandes variaciones en la concentracion
de AcMs de los sobrenadantes de los cultivos de
hibridoma (cuadros 1, 2 y 3). Estas diferencias
fueron inherentes a cada hibridoma, aunque es
posible que el manejo de los cultivos de hibridoma
haya tenido alguna influencia en la concentracion
de AcMs.

Se detectaron reacciones cruzadas en las
prucbas ELISA. Los AcMs7EE6y 7JA 1, originarios
de la cepa C, Indaial, también tuvieron reacciones
variables con los virus O, Campos y A, Cruzeiro
(figura 1). De estos dos AcMs, solo el 7TEE6 mostro
titulos altos en las pruebas de seroneutralizacién y

Cuadro 1. Propiedades de los AcMs para el
aftovirus tipo O

MONO- ISOTIPO CONC* VNT* MPT* EITB?
CLONAL

11HC10 KNgG3 — > 3,50 4,27 VP1¢

11AD6 KlgG2a 186 <1,20 2,35 CONFf
12BB5 K/1gG3 162 <120 3,25 CONF.
12FAS K/ - 10 < 1,20 0,88 CONF.
12DB7 K/1gG2a 99 1,90 2,83 CONF.
12GG11 K1gG2a 118 <1,20 0,00 CONF.
12EH6 K/1gG1 118 <1,20 0,06 CONF.

12FG2 K1gM — <120 0,38 CONF.
36AF8 K/— — <120 — VP1
12CA12 K1gG1 47 <L20 — CONF.

13EG1 K1gG2a 118 <120 0,00 CONF.
13ECS K/1gG1 108 <120 0,00 CONF.

13DG11 K/IgM — <120 0,31 CONF.
34CH4 K/ - 33 <120 0,50 CONF.
36AC6 K/gM — > 3,60 2,50 CONF.
36BES8 K/g2a — 1,90 — VP1

36CC2 K1gG2a 129 <1,20 <1,25 CONF.
36BB11 K/1gG1 108 <120 — CONF.

36AA8 KlgG2a 118 <120 <125 CONF.
36ADS KlgG2a 186 <120 <125 CONF.

* Concentracién de AcMs determinada por la prueba de
inmunodifusién en gel de agar.

® Titulos en pruebas de virusneutralizacién.

¢ [ndice de seroproteccién, determinado por pruebas de
seroproteccion,

9 Prueba de EITB.

* Reacciones positivas y ‘negativas con proteinas de virus
desnaturalizados determinadas por EITB.

- No determinado.
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Figura 1. Reacciénde AcMs 7EE6 (A) y TJA1{B)
contra virus homdlogos (C, Indaial) y hete-

rélogos (O, Campos y A,, Cruzeiro) en pruebas
ELISA

seroproteccion con virus homdlogos (cuadro 3). La
reaccion cruzada con 7EE6 en VNT y MPT resulté
en titulos de <1,20y 1,52 respectivamente para O,
Campos y de <1,20 y 0,55 para A,, Cruzeiro.
Lacapacidad de los AcMs para neutralizarla
infecciosidad viral en cultivos de tejidos se estudid
por VNT (cuadros 1, 2 y 3). El virus A,, Cruzeiro
pareci6 inducir, principalmente, los AcMsde bajos
titulos de neutralizacion. Exceptuando el 31DF4,
todos los titulos de AcMs del A, Cruzeiro fueron
de 1,80 o menos en la VNT. Por el contrario, con
1laMPT el A,, Cruzeiro indujo un nimero mas alto
de AcMs con alto indice de seroproteccion. 17 de
los AcMs mostraron un titulo MPT de 2,00 o mas
(cuadro 2). La cepa del virus O, Campos presento
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pocacapacidad para generar AcMs con propiedades
protectoras o neutralizantes, especialmente si
comparada conlos AcMsobtenidosdelosvirus A,
Cruzeiro y C, Indaial.

Los datos sobre la capacidad de los AcMs
para proteger ratones por MPT se muestran en los
cuadros 1,2y3. Laneutralizaciondelainfecciosidad
de los virus por MPT mostro resultados diferentes
de los observados en VNT. Asi, muchos AcMs que
no neutralizaron la infecciosidad del virus en
cultivos de tejidos, en MPT protegieron ratones
lactantes.

De las proteinas virales definidas por los
AcMs en EITB (cuadros 1, 2 y 3), una media de
50% de los epitopes identificados por los AcMs

Cuadro 2. Propiedades de los AcMs para el
aftovirus tipo A

MONO- ISOTIPO CONC* VNT® MPT¢ EITB¢
CLONAL

16EC11 K/ — 118 < 1,20 3,00 VP1*
16EC2 K/IgM — <1,20 3,00 CONF
17CA6 K/1gG2a 33 < 1,20 1,25 CONF.
31DC7 K/1gG3 140  <1,20 2,24 VP1

31DE3 K/ — 20 <1,20 3,00 VP1
31DB8 K/ — 162 <1,20 4,02 VP1
31DF4 K/1gG3 33 3,40 4,03 VP1
31EF12 K/1gG2a 15 1,80 4,25 CONF.
31EH2 K/ — 47 1,50 2,75 CONF.
31EDI1 K/1gG2a 47 1,40 4,50 CONF.
31EE8 K/1gG2a 63 1,60 1,50 CONF.
31EA12 K/1gG2a — 1,30 2,00 CONF.
31EGY K/1gG2a 63 1,30 4,65 CONF
31EB2 K/1Gg2a 63 1,40 4,25 CONF.
31FE7 K/ — 162 <120 3,10 VP1

31FA4 K/1gG2a 150 <120 3,15 VP1
31GA6 K/1gG3 70 < 1,20 3,85 CONF.
31GA3 K/1gG3 118 <1,20 3,35 VP1
32AAS K/g2a 140 <120 0,85 VP1
32DH3 K/1gG2a 186 <1,20 4,25 CONF.

* Concentracién de AcMs determinada por la prueba de
inmunodifusién en gel de agar.

b Titulos en pruebas de virusneutralizacidn.

¢ indice de seroproteccién, determinado por pruebas de
seroproteccion.

4 Prueba de EITB.

* Reacciones positivas y 'negativas con proteinas de virus
desnaturalizados determinadas por EITB.

- No determinado.
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Cuadro 3. Propiedades de los AcMs para el
aftovirus tipo C

MONO- ISOTIPO CONC* VNT® MPT*  EITB!
CLONAL

1BHS8 K/ - 26 1,90 2,22 VPI*
2LC9 K/ — - < 1,20 1,70 VP1
7ABS K/1gG3 250 3,50 >4,75 VP1
TAH1 KigG2b 211 <1,20 0,60 VP1
7BH11 KIgG2b 236 <061 1,25 CONFf
7CAS8 K/1gG3 295 >3,60 3,25 VP1
7CH1 K/1gG1 200 1,90 3,75 VP1
7CAl K/1gG1 160 3,50 3,60 VP1
7DH4 K/lgG2b 165 <120 1,40 CONF.
7DG11 K/1gG1 - <0,61 0,21 CONF.
7DF10 K/1gG1 120 1,50 4,32 CONF.
7EE6 K/1gG3 160 3,40 3,07 VP1
7EG3 K/1gG1 - < 1,20 0,71 CONF.
7FC4 K1gG2a 256 <120 0,75 CONF.
7FC12 K/1gGl1 104 3,30 3,00 VP1
7JIAL K/1gG3 90 <0,61 0,46 VP1
7JD1 K/gG1 200 >3,61 3,50 VP1
TLAS K/1gG3 90 <1,20 4,25 CONF.
TDH9 K/lgG2a 295 <1,20 0,60 CONF.
7LE9 K/1gG1 - — 3,58 CONF.

* Concentracién de AcMs determinada por la prueba de
inmunodifusién en gel de agar.

b Titulos en pruebas de virusneutralizacion.

¢ indice de seroproteccion, determinado por pruebas de
seroproteccion.

9 Prueba de EITB.

* Reacciones positivas y 'negativas con protefnas de virus
desnaturalizados determinadas por EITB.

- No determinado.

generados por los virus A, Cruzeiro y C, Indaial,
correspondieron a epitopes no conformacionales
en VP,. Por el contrario, los epitopes identificados
por la mayoria de los AcMs generados por la cepa
O, Campos, resultaron ser conformacionales. Solo
los AcMs 11HC10, 36 AF8 y 36BES8 reaccionaron
con la secuencia lineal VP, en EITB.

DISCUSION

Todos los AcMs descritos en este informe
contenian cadenas Kappa livianas y la mayoria de
las cadenas pesadas eran del isétipo IgG. Esta

caracteristica refleja el hecho de que 95% de las
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moléculas de inmunoglobulina de ratones contienen
cadenas Kappa livianas y que los procedimientos
deinmunizacion posteriores, normalmente resultan
en una respuesta IgG (/).

Los AcMs inducidos por O, Campos, que
reconocieron la secuencia lineal del VP, solo
fueron revelados por los AcMs 11HC10, 36AF8 y
36BB11. Otros AcMs fueron dirigidos a epitopes
conformacionales en la superficie del virion. Se
sugiere que el sitio neutralizante principal de O,
Campos es mas dependiente conformacional que
los observados en los virus A, Cruzeiro y C,
Indaial (6,13,24).

En un estudio previo (/5), los epitopes
reconocidos por los AcMs del C, Indaial 7EE6 y
7JA1 en la regién VP, correspondieron, respec-
tivamente, a los aminoacidos 138 a 156 (sitio A) y
1922209 (sitio C). En este estudio se descubrié que
estos AcMs tienen reaccion cruzada con los virus
O, Camposy A,, Cruzeiro (figura 1). EIAcM 7EE6
presenté actividad neutralizante en la prueba de
seroproteccion sobre virus homoélogos y también
sobre los virus heterélogos O, Campos y A,,
Cruzeiro. Aunque los titulos de reaccién cruzada
de los AcMs fueron considerados bajos, estos
hallazgos sugieren similitudes entre los epitopes
neutralizables definidos por el AcM 7EES6, tanto
en los virus homdlogos como en los otros dos tipos
de virus heterdlogos. Los estudios contindan para
elucidar mejor estos hallazgos.

El experimento in vitro de VNT es selectivo
para un tipo particular de anticuerpo, capaz de
neutralizar la infecciosidad viral, principalmente
en altas concentraciones (/7). Esto es contrario a
lo que realmente sucede en un hospedero natural o
en una prueba de seroproteccion in vivo, donde
intervienen otros intermediarios inmunoldgicos,
como opsonizacion de anticuerpos y anticuerpos
con complemento, que permiten la fagocitosis de
particulas virales (/8). Ademads, las clases y
subclases de anticuerpos juegan un rol importante
sobre la activacion complementar y la interaccion
de anticuerpos con receptores Fc en macrofagos o
en neutrofilos (27). De hecho, muchos AcMs con
titulos VNT muy bajos tuvieron un alto indice de
seroproteccion. La situacion inversa no se verifico.
Esto tiene implicaciones importantes para expe-



rimentos y ensayos en que el titulo estd relacionado
a la capacidad protectora de un antigeno. En
cuanto la prueba de seroproteccion generalmente
es considerada la mds relevante en la proteccion de
bovinos, se puede decirque untitulo altoen ratones
de un determinado AcM puede reflejar las
peculiaridades de un isétipo de murino particular
y sus interacciones con fagocitos de murino en
lugar de la situacion en el ganado.

Lasrelaciones entre cepas de aftovirus pueden
ser claramente establecidas en base a 1a secuencia
de nucledtidos (5). Aunque esta técnica puede ser
una herramienta ecpidemiolégica util, tiene sus
limitaciones para predecir unaantigenicidad viral,
por ejemplo, la determinacién de una estrategia
vacunal (3). La sustitucién de apenas um
aminodcido dentro de la region 138-156 del VP,
muestra que modifica la especificidad antigénica
del virus (/5) y que variaciones en dominios
diferentes del sitio antigénico A también pueden
ser relevantes sobre toda la diversidad antigénica
det aftovirus en el campo (9).

En general, estas consideraciones restringen
la importancia potencial de los AcMs descritos en
este informe para uso en la caracterizacion antigé-
nica de aftovirus obtenidos tanto de brotes en el
campo como en cepas de vacunas. Estas infor-
maciones son particularmente valiosas para
identificar los 4 ¢ 5 sitios antigénicos de la fiebre
aftosa descritos (6,7,9,12,13,23).

Ademas, con el uso de AcMs descritosen este
informe, se encontraron evidencias (/4) de queuna
limitada variacién de secuencias en los sitios
antigénicos independientes de los aftovirus, que
contienen varios epitopes, puede constituir la base
para la diversidad antigénica de estos virus en el
campo. Finalmente, algunos de estos AcMs
probaron su utilidad en el proceso de produccion de
vacunas contra la fiebre aftosa (/, 2), cuantificando
masas antigénicas y determinando el ajuste entre
antigenos activados y virus de desafio.
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF MONOCLONAL
ANTIBODIES AGAINST FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS

J.L. da SILVA, MM. KANASHIRO, D.L. BRUM

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
P.O. Box 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brazil

Summary. Monoclonal antibodies (MAbs) produced against foot-and-mouth disease virus (FMDV)
types O, A and C are described. The preliminary characterization is discussed in terms of virus
neutralization and mouse protection test results and the reactivity of MAbs in enzyme-linked
immunoelectrotransfer blot assays with the denatured protein of the virus. Some MAbs which did not
neutralize virus infectivity in tissue culture were able to neutralize virus infectivity in suckling mice.
The MAbs designated as 7EE6 and 7JA1 which originated from C; Indaial virus cross-reacted with
heterologous FMDV O, Campos and A,, Cruzeiro viruses.

Protection of host animals against aph-
thovirus infection is acomplex phenomenon which
may occur by a variety of different mechanisms.
For instance, neutralization of virus infectivity
both directly or indirectly, by antibody and phago-
cytosis, has been proposed as a major mechanism
of immunological defense against viral invasion
(19). The introduction of monoclonal antibody
(MAb) technology has helped understand the
mechanisms of viral neutralization (20), charac-
terize the extensive antigenic diversification of
viruses and define the antigenic sites on the viral
surface (6,7,9).

Many groups have been using MAbs to
understand the antigenic complexity of foot-and-
mouth disease viruses (FMDV). Sequence analy-
ses of MAD resistant mutants of FMDV type O
(strain O K) (12) have identified four antigenic
sites, one of which corresponds to a trypsin-sensi-

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).

tive region in the amino acid sequence 140-160 and
the C-terminus residues 208 of VP,. A second site,
involving amino acids 43 and 44 has been identi-
fied also on VP, a third was found associated with
the residues of the amino acid sequence 70-73, 75,
77 and 131 on VP,, and the last one involved
residue 58 on VP, (12).

For FMDV type A (strain A| Holland) (23),
four antigenic sites were reported as follows: The
first site was trypsin-sensitive and included the VP,
140 to 160 sequence, while the second one was
trypsin-insensitive and included mainly VP,. Two
other minor sites were located near VP, 169 resi-
dues and on the C terminus of VP,.

Current knowledge on the discontinuous
epitopes of the C serotype of FMD (strain C-S8)
antigenic sites which are independent of site A
(VP, 140-160), has been reviewed recently (14).
One of these sites, called site C, corresponds to the
carboxy-terminal segment of VP,. Although in
FMDV type O, sites A and C form together a
discontinuous domain (site 1), they appear as
independent continuous sites in type C viruses.
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Another site on the latter virus, located close to the
capsid threefold axis, is a discontinuous antigenic
domain which appears as a major antigenic site,
(13) while a third independent antigenic site is
located close to the capsid fivefold axis. Further-
more, at least 14 different continuous epitopes in
site A, and 2 epitopes in site C have also been
described by Mateu et al. (14, /5), using a panel of
18 neutralizing MAbs, some of which are included
in the present study.

A setof MAbs directed against the different
antigenic sites may be useful for studying the
antigenicity of vaccines. Equally, they may consti-
tute an important epidemiological tool to study the
antigenic relationships between FMD virus vac-
cine strains and FMD viruses emerging in the field
and assist in the design of a proper vaccine strat-
egy.

This report describes the production of a
series of MAbs against FMDV types O, A and C.
Their preliminary characterization is discussed on
the basis of results obtained with virus neutraliza-
tion and mouse protection tests and by their reac-
tivity with the virus proteins in enzyme-linked
immunoelectrotransfer blot (EITB).

MATERIALS AND METHODS

Viruses: The virus strainsused in the present study
were those employed for the formulation of FMDV
vaccine in most South American countries: O,
Campos Br/58, A, Cruzeiro Br/55 and C, Indaial
Br/71. Viral preparations were usually inactivated
with BEA (4) and purified in a cesium chloride
gradient.

Immunization: Six to ten week-old male Balb/c
mice were inoculated weekly by the intraperito-
neal route with 40 pg of purified inactivated or
non-inactivated viral preparations. For the first
inoculation, virus samples were emulsified in com-
plete Freund’s adjuvant, whereas incomplete
Freund’s adjuvant was used for the second and the
third immunizations. The fourth inoculation was

Silva et al.

administered without adjuvant, two days before
the fusion.

Monoclonal Antibodies: Spleens removed asepti-
cally from immunized mice were washed and
macerated in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM). Cells were harvested and concentrated
by centrifugation at 1000 g for 8 minutes at 4°C.
The pellet was treated with ACK buffer (NH,Cl
0.15M;KHCO, 0.01 M; Na,EDTA 0.01 M) for 1
minute in an ice bath, and then neutralized with 40
ml of DMEM containing fetal calf serum (5%) and
heparin (5 IU/ml). Subsequently, the cell suspen-
sions were centrifuged and the pellets resuspended
in DMEM.

SP,/0 Ag 14 myeloma cells in the exponen-
tial grow phase were cultured in SP2 medium
(DMEM with 2 mM of L-glutamine, 1 mM sodium
pyruvate and supplemented with 15% fetal calf
serum), and then washed and resuspended in
DMEM. The spleen cells and the myeloma cells
were mixed at a 4:1 proportion respectively, and
centrifuged. Cell pellets were dispersed gently and
the fusions were carried out by adding of 1 ml of
polyethyleneglycol 1500 (NBS Biologicals*) (PEG
1500 50% w/v in DMEM and 5% dime-
thylsulfoxide) for every 1.8 x 108 cells, stirring by
rotation for the next two minutes. Immediately
thereafter, 20 ml of DMEM were added slowly over
a period of three minutes using a dropper. Cell
suspensions were gently pipetted and incubated at
37°C for 15 minutes in a water bath.

After incubation, supernatants were trans-
ferred to fresh tubes, the volumes adjusted to 40 ml
with DMEM, and centrifuged. The cell pellets
were resuspended in HAT medium (SP2 medium
with hypoxanthine 0.1mM, aminopterin 0.0004
mM, and thymidine 0.016 mM) with 2.5 x 10¢
cells/ml aproximately, and distributed in 96 well
plates containing 0.2 ml/well. Well plates were
placed at 37°C in an incubator with 5% CO, in a
humid atmosphere.

* Mention in this paper of commercial firms or their products is
for identification only and does not constitute endorsement by
the authors or their organizations.



Hybridoma growth was monitored daily
until approximately 300 cells were observed in the
hybridoma colonies. Supernatants were collected
and screened for specificantibodies by ELISA tests
as described below. Positive hybridomas were
cloned three times by the limiting dilution tech-
nique. Hybridomas were maintained in HT culture
medium (SP2 medium with hypoxanthine 0.1mM
and thymidine 0.016 mM).

ELISA test: Hybridoma products were assayed by
ELISA tests, according to the methods described
(2). Briefly, rabbit hyperimmune serum specific to
each of the FMDYV types (O, A and C) was coated
to the ELISA plate (Nunc Immunoplate [*), to be
used as capture antibody. FMDV homologous to
each capture antibody was added to the plate and
incubated. After the incubation and washing steps,
supernatants from each hybridoma culture were
reacted with the homologous virus for 30 minutes
at 37°C.

Positive reactions were detected by adding
goat anti-mouse horseradish peroxidase immuno-
globulin conjugate and developing with O-
phenylenediamine dihydrochloride.

Characterization of monoclonal antibodies: The
MADb isotype was determined in agar gel immu-
nodiffusion (AGID) tests, using antisera specific
for each isotype.

MADb concentrations were determined by
AGID as described elsewhere (22). Briefly, agar-
ose (1%) was prepared in 10 mM Tris-HCl, 140
mM NaCl and 0.1% NaN,. After agarose fusion,
90 g of goat anti-mouse IgG were added per 12 ml
of the agarose solution at 40-50°C, and poured into
Petri dishes with 10 cm diameters. Seven wells
were made in each plate and filled with 10 pl of the
corresponding MAbs. MAb concentrations were
estimated by measuring the precipitation halo and
then comparing it with a standard slope based on
data obtained with known MAb concentrations
(Opg; 0.2 pg; 0.4 pg; 0.8 pg).

The ability of MAbs to neutralize virus
infectivity in vitro and in vivo was assayed by virus
neutralization (VNT) and mouse protection (MPT)
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tests, respectively. For the VNT (70), IBRS-2 cell
culture suspensions containing 3 x 10° cells/ml
weredistributed in 0.1 ml amounts in 96 microtiter
wells and incubated at 37°C in a CO, incubator for
24 hours.

Fourfourfold dilutions of the positive MAbs
were incubated with pre-titrated virus (100 TCID,)
at 37°C for 1 hour. The MAb-virus mixture was
then distributed in 0.1 ml amounts over the cell
culture monolayer. MADb titers were expressed as
the log , of the reciprocal of the lowest dilution of
the MAb which permited any plaque formation.

The MPT procedure was performed as de-
scribed (8). In brief, 4-6 day-old suckling mice
were inoculated subcutaneously with 0.1 ml of
undiluted MAb. One hour later, they were inocu-
lated intraperitoneally with 0.05 ml of four 10-fold
virus serial dilutions (102, 103, 10 and 10-%). The
ID,, of the virus in the presence of MAb was
calculated by the Reed Muench method, and the
results were expressed in terms of the mouse
protection index. Positive and negative control
sera and the virus titrations were included with the
VNT and MPT procedures. The results were ac-
cepted only when these controls were in agreement
with the standard titers determined previously.

For determining the MAb reactivity with
the structural protein of the virus, an EITB assay
was developed on the basis of the procedure de-
scribed in the technical manual of the Mini Trans-
Blot BIO-RAD supplier*. The virus structural
proteins were separated in SDS-PAGE with 10%
acrylamide/bisacrylamide. For each gel, 100 pg of
virus purified in a cesium chloride gradient were
used and transfered to nitrocellulose membranes.
A 2% solution of bovine serum albumin (BSA) in
PBS (0.136 M NaCl; 0.002 M KCI; 0.01 M
Na,HPO,; 0.001 M KH,PO,) was used for saturat-
ing nitrocellulose membranes overnight at 5°C.
Strips from the saturated nitrocellulose membranes
were reacted with each MAb supernatant diluted
1:2 in PBS with 2% BSA (diluting buffer), and
incubated at 25°C for 2 hours under constant
agitation. Subsequently, nitrocellulose strips were
washed three times with PBS containing 0.05%
Tween 20, goat anti-mouse horseradish peroxi-
dase immunoglobulin conjugate was added, and
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the preparation was allowed to incubate for 1 hour.
The reaction was developed with 4-cloro-1-naph-
thol (/6).

RESULTS

Monoclonal Antibodies: The immunization pro-
cedure with purified and/or inactivated and live
FMD viruses elicited a good immune response in
mice against each FMDV strain used. However,
immunization procedure using non-inactivated
virus yielded higher numbers of positive hybrido-
mas. The fusions resulted in 120 hybridoma cell
lines continuously secreting antibody. Of these, 35
hybridomas were specific to O, Campos, 58t0 A,
Cruzeiro and 27 to C, Indaial.

Table 1. Properties of MAbs for FMDV type O

MONO- ISOTYPE CONC* VNT* MPT< EITB¢
CLONAL
11HC10 K/IgG3 — >3.50 427 VP1*

11AD6 KlgG2a 186 < 1.20 2.35 CONF
12BBS K/1gG3 162 <120 325 CONF.
12FAS K/ — 10 <120 0.88 CONF.
12DB7 Kl1gG2a 99 1.90 2.83 CONF.

12GGl11 KlgG2a 118 <1.20 0.00 CONF.
12EHé6 K/gG1 118 <120 0.06 CONF.
12FG2 K/IgM — <120 0.38 CONF.
36AF8 K/— — <1.20 — VP1

12CAl2 K/1gG1 47 <120 — CONF.

13EG1 KN1gG2a 118 <120 0.00 CONF.
13ECS K/1gG1 108 <120 0.00 CONF.

13DG11 K/1gM — <1.20 0.31 CONF.
34CH4 K/— 33 <120 0.50 CONF.
36AC6 K/IgM — >3.60 2.50 CONF.
36BES8 K/lg2a — 1.90 — VP1

36CC2 KlgG2a 129 <120 <1.25 CONF.
36BB11 K/1gG1 108 <1.20 — CONF.

36AAS8 K/l1gG2a 118 <120 <1.25 CONF.
36ADS Kl1gG2a 186 <120 <1.25 CONF.

* MAb concentration determinated by Agar Gel Immuno-
difusion test.

Titer in virus neutralization tests.

Mouse protection index, determined by mouse
protection tests.

Enzyme-linked Immunoelectrotransfer Blot assay.
Positive and  Negative reactions with denatured virus
protein determined by EITB.

- Not determined.

o

o

Silvaet al.

Table 2. Properties of MAbs for FMDV type A

MONO- ISOTYPE CONC* VNT® MPT¢  EITB¢
CLONAL
16EC11 K/ - 118 <120 3.00 VP1*
16EC2 K/IgM - <120 3.00 CONF

17CA6 KlgG2a 33 <1.20 1.25 CONF.
31DC7 K/1gG3 140 <1.20 224 VP1

31DE3 K/ - 20 <1.20 3.00 VP1
31DBS8 K/ - 162 <1.20 4.02 VP1
31DF4 K/1gG3 33 3.40 4.03 VP1
31EF12 K/igG2a 15 1.80 4.25 CONF.
31EH2 K/— 47 1.50 2.75 CONF.
31EDI1 K/1gG2a 47 1.40 4.50 CONF.
31EE8 K/1gG2a 63 1.60 1.50 CONF.
31EA12 K/1gG2a — 1.30 2.00 CONF.
31EG9 K/1gG2a 63 1.30 4.65 CONF
31EB2 K/1Gg2a 63 1.40 4.25 CONF.
31FE7 K/ - 162 <1.20 3.10 VP1

31FA4 K/gG2a 150 <1.20 3.15 VP1
31GA6 K/1gG3 70 <120 3.85 CONF.
31GA3 K/1gG3 118 <120 335 VPI
32AAS K/Ig2a 140 <120 085 VP1
32DH3 K/l1gG2a 186 <1.20 425 CONF.

* MAb concentration determinated by Agar Gel Immuno-
difusion test.

Titer in virusneutralization tests.

Mouse protection index, determined by mouse
protection tests.

Enzyme-linked Immunoelectrotransfer Blot assay.
Positive and Negative reactions with denatured virus
protein determined by EITB.

- Not determined.

o

o

o a

Data on twenty MAbs against each virus
strain are shown on tables 1, 2 and 3. They were
selected from all of the MAbs obtained in this
study, on the basis of their characteristics (this
report), and their lack of cross reactivity with other
FMDV strains of a different serotype (data not
shown).

Hybridoma colonies were subjected to the
cloning process to certify the homogeneity and
stability of the hybridoma cell lines. In each case
the good capacity of the hybridoma cell lines to
secrete antibody was confirmed.

Characterization of Monoclonal Antibodies: The
MAbisotypesare shownin tables 1, 2 and 3. All the
IgG3 isotype MAbs showed ability to neutralize
virus infectivity in suckling mice. The sole excep-



tion was 7JA1 MAD, which cross reacted with O
and A viruses.

The MAD concentration, as determined by
AGID revealed wide variations in the MAb con-
centration of the supernatants from the hybridoma
cultures (tables 1, 2 and 3). These differences were
inherent to each hybridoma, although the manage-
ment of hybridoma cultures possibly had some
influence in the MADb concentration.

Crossed reactions were detected in ELISA
tests. MAbs 7EE6 and 7JAl, which originated
from the C, Indaial strain, also reacted to differing
entents with the O, Campos and A, Cruzeiro
viruses (figure 1). Of these two MAbs, only 7EE6
gave high titers in the homologous serum neutral-

25 A -# O, Campos

-+ A, Cruz.
- C, Ind.

0.5

Optical Density
(=]

1.5

a2

0.5

0

03 078 125 173 221 268 3.18 3.64
Log10 MAD dilutions

Figure 1. Reactivity of MAbs 7EE6 (A) and 7JA1
(B) against homologous (C, Indaial) and heter-
ologous (O, Campos and A,, Cruzeiro) viruses
in ELISA tests
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Table 3. Properties of MAbs for FMDV type C

MONO- ISOTYPE CONC* VNT* MPT*  EITB?
CLONAL

1BH8 K/ — 26 1.90 222 VPI'
2LC9 K/ — - <1.20 1.70 VP1
TABS K/1gG3 250 3.50 >4.75 VP1
7AH1 KMgG2b 211 <120 0.60 VP1
7BH11 K1gG2b 236 <0.61 1.25 CONF
7CAS K/1gG3 295 >3.60 3.25 VP1
7CH1 K/1gG1 200 1.90 3.75 VP1
7CA1l K/gG1 160 3.50 3.60 VP1
7DH4 K1gG2b 165 <1.20 1.40 CONF.

7DG11 K/1gGl1 - <0.61 0.21 CONF.
7DF10 K/1gG1 120 1.50 4.32 CONF.

TEE6 K/1gG3 160 3.40 3.07 VP1
7EG3 K/1gG1 - <1.20 0.71 CONF.
TFC4 KMgG2a 256 <120 0.75 CONF.
7FC12 K/1gG1 104 3.30 3.00 VP1
TJAL K/gG3 90 <0.61 0.46 VP1
7JD1 K/1gG1 200 >3.61 3.50 VP1
TLAS K/1gG3 90 <1.20 425 CONF.
7DH9 K/1gG2a 295 <1.20 0.60 CONF.
TLE9 K/1gG1 - - 3.58 CONF.

* MADb concentration determinated by Agar Gel Immuno-
difusion test.

® Titer in virusneutralization tests.

< Mouse protection index, determined by mouse
protection tests.

4 Enzyme-linked Immunoelectrotransfer Blot assay.

* Positive and ' Negative reactions with denatured virus
protein determined by EITB.

- Not determined.

ization and mouse protection tests (table 3). Cross
reactivity in VNT and MPT with 7EES, resulted in
titers of <1.20 and 1.52 respectively, for O, Cam-
pos, and of <1.20 and 0.55 for A,, Cruzeiro.

The ability of MAbs to neutralize viral
infectivity in tissue culture was tested by the VNT
(tables 1,2 and 3). The A,, Cruzeiro virusappeared
to induce mostly low-titer neutralizing MAbs.
With the exception of 31DF4, all of A, Cruzeiro
MADbs titers were 1.80 or less in VNT. In contrast,

, Cruzeiro virus induced a higher number of
MAbs with high mouse protection index. 17 of the
MAbs showed an MPT titer of 2.00 or higher (table
2). The O, Campos virus strain presented poor
ability toinduce MAbs with neutralizing or protec-
tive properties, particularly when compared with
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the MAbs obtained from A,, Cruzeiro and C,
Indaial viruses.

Data on ability of the MADbs to protect mice
in MPT are shown in tables 1, 2 and 3. Neutraliza-
tion of virus infectivity in MPT showed different
results from those observed in VNT. Thus, many
MAbs which did not neutralize virus infectivity in
tissue culture, did protect suckling mice in MPT.

Of the virus proteins defined by the MAbs in
EITB (tables 1, 2 and 3), an average of 50% of the
epitopes identified by the MAbs elicited by A,,
Cruzeiro and C, Indaial viruses corresponded to
non-conformational epitopes in VP,. In contrast,
the epitopes identified by most of MAbs elicited
by O, Campos virus strain, were found to be
conformational. Only MAbs 11HC10, 36 AF8 and
36BE8 were found to react with the VP, linear
sequence in EITB.

DISCUSSION

All of the MAbs described in this paper
contained Kappa light chains and most of the
heavy chains were of the IgG isotype. These char-
acteristics reflect the facts that 95% of all mouse
immunoglobulin molecules contain Kappa light
chains, and that extended immunization proce-
dures typically result in an IgG response (11).

The MAbs induced by O, Campos, which
recognized the linear sequence of VP, were re-
vealed onlyby MAbs 11HC10, 36 AF8 and 36BB1 1.
Other MAbs were directed to conformational
epitopes on the virion surface. It is suggested that
the major neutralizing site of O, Campos may be
more conformation-dependent than those observed
for A,, Cruzeiro and C, Indaial viruses (6,13,24).

In a previous study (/5), the epitopes recog-
nized by the C, Indaial MAbs 7EE6 and 7JA1 on
the VP, region corresponded, respectively, to the
amino acids 138 to 156 (site A)and 192 t0 209 (site
©). In the present study, these MAbs were found to
cross react with O, Campos and A,, Cruzeiro
viruses (figure 1). Neutralizing activity in MPT
was observed for the homologous virus with the
MADb 7EES6, and was recorded also for the heterolo-
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gous O, Campos and A,, Cruzeiro viruses. Al-
though the MADb cross-reaction titers were consid-
ered low, these findings are suggestive of similari-
ties amongst the neutralizable epitopes defined by
7EE6 MAD both in the homologous and the other
two heterologousvirus types. Studiesarein progress
to further clarify these findings.

The VNT in vitro assay is selective for a
particular type of antibody, which is capable of
neutralizing viral infectivity mainly at high con-
centrations (/7). This is in contrast to what really
happens in the natural host or in in vivo MPT,
where otherimmunological mediators are involved,
such as antibody opsonization and antibody plus
complement, which enhance phagocytosis of viral
particles (/8). In addition, the antibody class and
subclass play an important role in relation to
complement activation and to the interaction of
antibody with Fc receptors in macrophages or in
neutrophils (2/). In fact many MAbs with very low
VNT titers had high MP index. The reverse situa-
tion was not seen. This has important implications
for experiments and assays in which titer is related
to protective capacity of an antigen. While the
MPT is generally regarded to be the most relevant
to protection in cattle it has to be said that a high
titer in the mouse of a given MAb may reflect the
peculiarities of a particular murine isotype and its
interactions with murine phagocytes rather than
the situation in cattle.

Relationships among FMDV strains can be
established clearly on the basis of the nucleotide
sequence (3). Although this technique may serve
as a useful epidemiological tool, it has limitations
for predicting viral antigenicity, for example in
relation to determining vaccine strategy (3). A
single amino acid substitution within the 138-156
region of VP, has been shown to modify the
antigenic specificity of the virus (/5) and variation
indomains other than antigenic site A, may be also
relevant tothe overall antigenic diversity of FMDV
in the field (9).

In general, these considerations stress the
potential significance of the MAbs described in
this report for use in the antigenic characterization
of FMDYV obtained from field outbreaks as well as
vaccinestrains. Informationalong these lines seems



particularly of value to identify the four or five
antigenic sitesof FMDV described (6, 7,9, 12,13, 23).
Furthermore, evidence was found (/4) us-
ing MAbs described in this paper that a very
limited sequence variation in the independent
antigenic sites of FMDV, which contain several
epitopes, may constitute the basis for FMDV anti-
genic diversity in the field. Finally, some of these
MAbs have proven useful during the process of
FMD vaccine production (/,2), quantifying anti-
genic mass and for determining the fit between
inactivated antigens and challenge viruses.
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CARACTERIZACION DETALLADA DE ALGUNOS ANTICUERPOS
. MONOCLONALES QUE RECONOCEN SITIOS
ANTIGENICOS EN EL VP, DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

T.R. DOEL, M.M. KANASHIRO, J.L. da SILVA

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. Lamayoriade los anticuerpos monoclonales (AcMs) desarrollados contra las cepas O,
Campos, A,, Cruzeiroy C, Indaial dela fiebre aftosa y que previamente mostraron reaccién con el VP,
en "Western Blots", reconocieron péptidos sintéticos correspondientes a la secuencia 141-158 de
esta proteina. Un nimero significativo de los AcMs que reconocieron péptidos sintéticos, lo hicieron
de forma heteréloga u homéloga. Asi, muchos de los AcMs A,, Cruzeiro reconocieron un péptido O,
Kaufbeuren y atribuyeron su reacciéncruzadaalareg i6n 141-158del VP,.Un AcM C, Indaial reconocié

péptidos correspondientes a tres serotipos y la actividad cruzada fue atribuida a la secuencia 200-
213 del VP,. Generalmente, la reaccién cruzada de un AcM dado se observé con el virus y con el

péptido, pero no con los dos antigenos.

Anticuerpos monoclonales (AcMs) de-
sarrollados contra la fiebre aftosa han sido
extensivamenteusadoseninvestigaciones aplicadas
y fundamentales. Aplicaciones notables incluyen
la definicion de sitios antigénicos en el virus (/0)
y la diferenciacion de cepas, particularmente con
respecto al relacionamiento entre cepas de campo
y cepas de vacuna. En estas ultimas, generalmente
se usan paneles de AcMs como soporte de los datos
obtenidoscon reaccionantes policlonales. Mientras
que el valor de estos paneles en la discriminacion
entre virus estrechamente relacionados o en la
deteccion de pequeiias variaciones antigénicas es
indiscutible, la exacta relevanciadela informacién

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

obtenida para los aspectos practicos en el diag-
néstico y control de la infeccién no es tan clara.
Unarazodn paraésto esque los AcMsescogidos
pueden no ser totalmente representativos de la
reacciéon de los anticuerpos policlonales de una
determinadaespecie, alavacunacion oalainfeccion
con fiebre aftosa. En verdad, la combinacion de
consideraciones técnicas e inmunoldgicas funda-
mentales, tornan dificil que cualquier laboratorio
pueda desarrollar una coleccién comprensible de
AcMs. Vale considerar que la evidencia de por lo
menos cinco sitios antigénicos del tipo O de la
ficbre aftosa se obtuvo de cuatro laboratorios
diferentes (3,11). Otracomplicaciéneslatendencia
a seleccionar AcMs y paneles de AcMs basados en
su capacidad de neutralizar virus in vitro. Aunque
no se pretende desvalorizar la neutralizaciénensi,
existen AcMsy sueros policlonales con gran poder
neutralizante in vitro, pero que son conside-

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59:93-101, 1993
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rablemente menos efectivos en pruebas de protec-
cién in vivo y vice-versa (15).

Resulta claro, entonces, que las colecciones
de AcMs deben ser caracterizadas en forma
comprensible, para asegurarse de que las inter-
pretaciones que se hagan tengan sentido. Con este
objetivo, en el Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa (PANAFTOSA) se ha mantenido un
programa continuo para desarrollary caracterizar
completamente AcMs contra las cepas mds
importantes de América del Sur. Una publicacién
previa (/) describi6 el alcance de las propiedades
de los AcMs desarrollados contra las cepas 0,
Campos, A,, Cruzeiroy C, Indaial, incluyendo su
capacidad para reconocer epltopes independientes
de conformacion, segiin deducido de lasreacciones
de proteinas de virus desnaturalizados, asi como de
virus completos, o epitopes independientes de
conformacion, segun deducido de la reaccién de
virusindividuales. En este estudio hemos ampliado
el trabajo con estos y otros AcMs para examinar el
reconocimiento de algunos péptidos sintéticos,
especialmente con referencia a la identificacién de
secuencias unidas.

MATERIALES Y METODOS

Péptidos sintéticos. Estos fueron o bien
gentilmente cedidos por el Dr. Richard DiMarchi
(Eli Lilly Research Laboratories, Indianapolis,
EE.UU.), o preparados por uno de los autores
(T.R.Doel) en el Institute for Animal Health, UK
y donados por el Dr. Mike Parkhouse. Los péptidos
fueron sintetizados por los métodos de fase sélida
T-boc.

Casi todo el anlisis basico fue realizado con
tres péptidos basados en las secuencias VP, de las
cepas O, Kaufbeuren, A, Cruzeiroy C, Indalal de
la ﬁebre aftosa (/2). Cada péptido incorporé dos
regiones antigénicas de la secuencia VP, y los
péptidos O, Kaufbeureny A,, Cruzeiro contenian
ammoécndos adicionales entre las dos secuencias y
en cada extremo (7). O sea:

El péptido O, fue ~ C-C-X-P-P-S-Z_-P-C-G
El péptido A,, fue  C-C-X,-P-P-S-Z,-P-C-G

Doel et al.

donde C,G,P y S son codigos de una letra para
cisteina, glicina, prolina y serina y:

X, eslasecuencia 200-213 dela cepa O,Kde
la ﬁebre aftosa y es:

R-H-K-Q-K-1.V-A-P-V-K-Q-T-L

X, es 1a secuencia equivalente de 1a cepa A,
Cruzelro de la fiebre aftosa y es:

R-H-K-Q-K-I-I-A-P-A-K-Q-L-L

Z ,esla secuencia 141-158 de la cepa O, K de
la ﬁebre aftosa y es:

V-P-N-L-R-G-D-L-Q-V-L-A-Q-K-V-A-R-T

Z, es la secuencia equivalente de la cepa A,
Cruzelro de la fiebre aftosa y es:

G-S8-G-R-R-G-D-M-G-S-L-A-A-R-V-V-K-Q

El péptido C, tiene la construccién Z X
donde

Z_ es la secuencia 134-160 de la cepa C,
Indalal de la fiebre aftosa y es:

T-G-T-T-A-Y-T-A-S-A-R-R-G-D-L-A-H-L-A-A-

A-H-A-R-H-L-P

X_ es la secuencia 196-213 de la cepa C,
Indaial de la fiebre aftosa y es:

P-A-G-D-R-H-K-Q-P-L-I-A-P-A-K-Q-L-L

Otros péptidos usados incluyeron las se-
cuencias individuales 141-158 y 200-213 de los
virus O,y A,, y superposicionde gruposde péptidos
correspondlentes alos péptidos C-C-X o P-P-S-Z -
P-C-Gy C-C-X,-P-P-S-Z,-P-C-G. Cada grupo se
forméporel procedumento de "tea-bags" (bolsistas
de t€) (9) y se compuso de 29 péptidos 12-mer, con
cada péptido superpuesto al préximo en la secuencia
por 11 aminoécidos.

Anticuerpos monoclonales. La mayoria de
los AcMsusados en este estudio ya fueron descritos
(1,17). El AcM OC3 (anti- O, Cascros) fue
gentilmente cedido por la Dra. Sandra Farias,
Universidad Federal, Porto Alegre, Brasil. El AcM
B2 (anti-O, Suiza 1965) fue descrito originalmente
por Crowther et al. (4).



Inmunoensayos. La prueba de ELISA se
efectué como descrita anteriormente (7), con
pequeiias variaciones. Resumiendo, placas de
plastico (Nunc Immunoplate 1*) se revistieron, a
4°C, con 3 pg/ml de péptidos sintéticos en 15 mM
de tampdn/bicarbonato, pH 9,6, por una noche. Al
dia siguiente, a las placas se adicionaron diluciones
de AcMs vy se incubaron a 37°C por 30 minutos.
Después de una incubacién con inmunoglobulina
antiratén conjugada con peroxidasa de rabanito, se
detectaron reacciones positivas con O-feni-
lenediamina/H,0,. La proteina portadora usada en
el diluyente para el conjugado de enzimasy AcMs,
fue ovalbiimina al 1% en PBS, conteniendo 0,05%
v/v de Tween 20.

RESULTADOS

El cuadro 1 resume algunas de las propie-
dades de los AcMs en este estudio, incluyendo su
capacidad para reconocer péptidos sintéticos
correspondientes a dos secuencias del VP,. Con
respecto a esta Gltima propiedad, en el cuadro 1 se
distinguen claramente dos reacciones. Ninguno de
los AcMs, caracterizados previamente como
reconocedores de epitopes dependientes de
conformacion (/), reconoci6 los péptidos homoélogos
del VP, ni, cuando ensayados, ninguno de los
péptidos heterdlogos. La otra categoria de AcMs,
caracterizada previamente como independiente de
conformacién por su reaccién con el VP, en
experimentos en "Western Blotting", reconoci6
los péptidos en forma consistente y, en particular,
la regién 141-158, como se dedujo con péptidos
correspondientes a secuencias mas cortas. Un
niamero de AcMs, no caracterizado previamente
sobre su reconocimiento de epitopes dependientes
o independientes de conformacion, se probaron a
ciegas contra los péptidos. Aquellos que reco-
nocieron unode los péptidos, también se mostraron
capaces de unirse a los homologos del VP, en
experimentos en "Western Blotting", mientras que

* Lamencién de firmas comerciales o desus productos es solamente
para identificacién y no constituye endoso por los autores o sus
organizaciones.
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los que no reconocieron ningin péptido no se
unieron a ninguna de las proteinas estructurales
desnaturalizadas del virus (no se presentan los
resultados). Asi, launion de péptidos representaun
método ficil yripido para iniciar laagrupacién deun
niamero mayor de AcMs.

Experimentando primero con el reconoci-
miento especifico de serotipos, los AcMs O,
11HC10, 36AF8 y 36BES reaccionaron con "tea-
bag" de péptidos 12-mer O, cubriendo el locus
Arg-Gly-Asp (RGD) enlaregion 141-158 del VP,.
El perfil obtenido con el AcM 11HC10 se muestra
en lafigura 1y difiere un poco de los del 36AF8y
del 36BE8 en términos del niimero de péptidos
reconocidos alrededor de la secuencia RGD. Asi, el
11HC10 reaccioné fuertemente con solo tres
péptidos, mientras que el 36AF8y el 36 BE8 tuvieron
reacciones mas amplias, similares a las de los
AcMs OC3 mostrados en la figura 1. Los perfiles
para los AcMs B2 y OC3 se muestran por su
importancia histéricaen relacion a ladefinicién de
los sitios antigénicos del virus O, que envuelven al
VP, 140-160, especificamente los sitios 1y 5,
respectivamente (3). Todos los AcMs A,, que
reconocieron los péptidos A,, grandes, indicados
enel cuadro 1, con la posible excepcioén del 31FE7
que no fue probado, también reconocieron la
secuencia 141-158-Pro-Cys-Gly del A,,. En gen-
eral, la reaccion de los AcMs A, con un grupo de
"tea-bag" de péptidos A, fue baja, aunque el
3 1DF4 reconoci6 fuertemente un péptido dentro de
la secuencia 141-158 (cuadro 1). El fracaso para
definir con mds precision los aminoacidos
reconocidos por los AcMs A, puede deberse a los
tamarios/conformacionesrelativos delos "tea-bags"
de péptidos 12-mer y la secuencia 141-158-Pro-
Cys-Gly. Muchos de los AcMs C, que fueron
caracterizados como reconociendo un epitope
continuo (VP, en el "Western Blotting"),
reaccionaron fuertemente al péptido C, que contenia
las regiones 140-158 y 200-213 del VP,. Todos
estos AcMs, excepto el 7JA1, reconocieron un
péptido menor correspondiente a la secuencia 140-
160 (resultados no mostrados y ref. /4).

Un rasgo importante de muchos de los AcMs
fue la capacidad de reconoceruno o ambos péptidos

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993
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Cuadro 1. Resumen de las propiedades de los anticuerpos monoclonales {AcMs)

AcMs O, CAMPOS
AcMs Tipo* Sero-* Prueba® Reaccién con péptidos?
Neut Prot o, C, A, Secuencia
12BBS CON <12 3.25 N 0 - -
36AC6 CON >3.6 2.5 N 0 - -
12FAS CON <12 0.88 N 0 - -
12DB7 CON 1.9 2.83 N 0 - -
13EG1 CON <1.2 0 N 0 - -
11HC10 VP, <3.5 427 Y ++++ 0 0 PPSVPNLRGDLQ
11AD6 CON <1.2 2.35 N 0 - -
12GG11 CON <1.2 0 N 0 - -
36AF8 VP - - - +H++ ++ ? PPSVPNLRGDLQ
36BES VP, - - - ++++ ? ? PPSVPNLRGDLQ
AcMs A,, CRUZEIRO

31EF12 CON 1.8 4.25 Y - - 0
32DH3 CON <1.2 4.25 Y - - 0
31DF4 VP, 34 4.03 Y +++ 0 ++++ LPPSGSGRRGDM
32AAS VP, <12 0.85 Y ++++ 0 4+
31FA4 VP, <12 3.15 Y +H++ ? +H+t
16EC11 VP, <12 3.0 Y 0 0 ++++
31GA6 CON <1.2 3.85 Y 0 0 0
31GA3 VP, <12 3.35 - 0 0 ++++
31DB8 VP, <12 4.02 - 4+ 0 ++++
31DC7 VP, <12 224 - +++ 0 +++
31DE3 VP, <1.2 3.0 - +++ 0 ++
31EH2 CON 1.5 2.75 - 0 0 0
31FE7 VP, <1.2 3.1 - +4+++ 0 ++++
31CG4 VP, <1.2 1.25 - +++ 0 ++
31ED1 CON 14 4.5 - 0 0 0
31EA12 CON 13 2.0 - 0 0 (1]

AcMs C, INDAIAL
7FC12 VP, 33 3.0 Y 0 ++++ 0
TLAS CON <12 425 N - 0 -
7CAS VP, >3.6 3.25 Y 0 +++ 0
7CH1 CON 1.9 3.75 Y - 0 -
7ABS VP, 35 > 475 Y 0 ++ 0
7DF10 CON 1.5 4.32 N - 0 -
1BHS VP, 1.9 2.22 Y 0 +++ ?
2LC9 VP, <1.2 1.7 Y 0 +H++ 0
7EE6 VP, 34 3.07 Y/N 0 +++ 0
7AH1 VP, <12 0.6 - 0 ++++ 0
7CAll VP, 35 36 YN 0 ++++ 0
7JA1 VP, <0.61 0.46 - ++++ 4+ ++++ KIVAPVKQTLPP
7ID1 VP, >3.61 35 - 0 ++++ ?
Adaptado de la Ref. 1.

* Tipo. Indica el tipo de antigeno con el cual el AcM reacci
pero fueron discriminados subsecuentemente sobre su r
® Titulo del AcM en pruebas de seroneutralizacién en
© Reaccién de AcM con virus tratado con tripsina. Y
¢ El péptido de O, fue C.C-X -P-P-§-Z -P-C-G,el
secuencias reconocidas con péptidos de "tea-bags”
y Métodos. La reaccién obtenida en una escala de
- experimento no realizado.
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péptido de A,, fue C-C-X, -P-P-S-Z
¥ corresponden al péptido que dio el pi
0 (sin unién del AcM al péptido) a +

A

ona. Todos los AcM:s fueron seleccionados inicialmente por el reconocimiento del virus en ELISA,
eaccién (VP,) 0 no reaccién (CON) con la proteina VP, en "Western Blotting”.

cultivos de tejidos (Neut) e seroproteccién en ratones (Prot).
indica que la unién del anticuerpo al virus tratado con tripsina es anulada,

-P-C-Gy el péptido de C, tenia la construccién de Z-X,. Sedanlas
ico del valor de absorbancia. Para més informaciones ver Materiales
+ + + unié6n fuerte,
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Figura 1. ELISA 'y cuatro AcMs contra "tea-bags" de péptidos. Cada panel muestra 29
péptidos 12-mer, basados en péptidos C-C-X,-P-P-8-Z,-P-C-G 6 C-C-X -P-PS-Z -P-C-G
(ver Materiales y Métodos). El 12-mer en el extermo izquierdo del panel es C-C-(200-209),
aladerechadel cual estén los péptidos C-(200-210), (200-211), (201-212), (202-213), (203-
214)-P etc. Por tanto, el péptido en el extremo derecho es (150-158)-P-C-G. Los AcMs
11HC10, B2 and OC3 fueron ensayados contra el péptido O, Kaufbeuren, mientras que
el AcM 7JA1 fue ensayado contra el péptido A,, Cruzeiro.

heterélogos descritos en el cuadro 1. Por ¢jemplo,
el AcM O, 36AF8 reconocié tanto el péptido C,
Indaial como el péptido homélogo. Segiin los datos
de "tea-bags"de péptidos con estos AcMs, resulta
sugestivo que la reaccién cruzada ocurre dentro de
laregion 141-158 del VP,. El mismo AcM también
tuvo reaccion cruzada con los virus heterélogos en
la prueba de ELISA, pero en un grado mucho
menos significativo que en la reaccién homologa
(resultados no mostrados). Con excepcién del
16ECI11 y del 31GA3, todos los AcMs A,
independientes de conformacion reconocieron el
péptido serotipo O, en extension igual o similar a
lasecuencia homologa. Basadosen la fuerte reaccién
delos AcMs A, con la secuencia A, 141-158-Pro-
Cys-Glyyenladébil, perosignificativareaccién de
la mayoria de los AcMs A,, con el péptido 0,

equivalente, esta reaccion cruzada se atribuyé al
sitioositios dentro de esta secuencia. Esinteresante
notar que todos los AcMs A_, independientes de
conformacién reconocieron fuertemente un péptido
O, con la estructura general (141-158) (141-158)-
Pro-Cys-Gly, o sea, la forma dimérica de la
secuencia 141-158del O, sugiriendolaimportancia
del tamafio del péptido o consideraciones estearicas
en los resultados de la prueba de ELISA. Por
razones que por el momento no son claras, latinica
reaccion observada cuando los AcMs de reaccion
cruzada A, se probaron contra el grupo de "tea-
bags" de péptidos O,, fue una reaccién baja pero
significativa con los péptidos 12-mer al extremo C
de la secuencia 141-158-Pro-Cys-Gly, espe-
cificamente QVLAQKVARTPCyel AcM 31DC7,
0 sea, una reaccion diferente a la observada con el
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31DF4 y el grupo de homdlogos en "tea-bag". El
nivel de reaccién cruzada observada conlos AcMs
A,,y con los péptidos O, y A,, no se reflejé en las
pruebas de ELISA con los diferentes virus, en los
que poca o ninguna reaccion fue observada.
Solamente uno de los AcMs C, reaccioné con mas
de un péptido. La figura 2 muestra que el 7JAl
reconocio cada uno de los tres péptidos con igual
intensidad, pero fue relativamente especifico en
sus reacciones con el virus C,. En contraposicion,
otro AcM C,, el 7EES, reconocid solo el péptido
C,, perosureaccion cruzada fue considerablemente
mayor con los tres virus en la prueba de ELISA
(figura 2). Manteniendo esta especificidad con el
péptido, el 7EE6 solo neutralizé los virus
homélogos C, en pruebas de seroneutralizacion de

suero. El AcM 7JA1 también reconoci6 los grupos
de "tea-bags" de O,y A,, enla region 200-213 del
péptido (figura 1) y es el inico ejemplo claro, en
este trabajo, de reaccion en este sitio. En la prueba
de ELISA (figura 1), el 7JA1 también mostr6
reaccion con varios péptidos en la secuencia Pro-
Ser-141-158-Pro-Cys-Gly, aunque la fuerza con
estos péptidos fue considerablemente mas débil
que con las secuencias 200-213. Eneste tltimo, los
valores de DO fueron arriba de 2.

DISCUSION

La complejidad antigénica del virus de la
fiebre aftosa se hademostrado en diversos estudios
utilizando AcMs (2,3,10,11,14,16). Mateu et al.

25

2%

15

1%

05}

B---E."'B~‘.
&s

7EE6

TJA1

) el

I.---.---‘-_

-

‘---“

03 078 126 173 221 269 3.16

364 03 078 126

173 221 269 316 3.64

Factor de dilucién Log,,

Figura 2. ELISA y dos AcMs C, Indaial (7JA1y 7EE6) contra tres péptidos sintéticos y
tres virus. Cuadrados abiertos y cerrados son el péptido Z -X. del C, Indaial y el virus
respectivamente. Tridngulos abiertos y cerrados son el péptido C-C-X,-P-P-S-Z,-P-C-
Gdel A,, y el virus respectivamente. Circulos abiertos y cerrados son el péptido C-C-
X,-P-P-8-Z -P-C-G del virus O, Kaufbeuren y del virus O, Campos respectivamente.
Para las secuencias completas de péptidos ver Materiales y Métodos.
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(14) estudiaron 31 AcMs sudamericanos aislados
y 15 europeos aislados del serotipo C contra un
gran espectro de los AcMs antivirus C, que
incluyeron muchos de los indicados en el cuadro
1. Estos sugieren la existencia de, por lo menos,
12 epitopes involucrados en la neutralizacion de
virus de este serotipo. Recientemente, relataron
que 23 de los 36 AcMs probados reconocieron el
VP, y distinguieron por lo menos 13 epitopes del
virién independientes de conformacion, impli-
cados en la neutralizacion del virus tipo C de la
fiebre aftosa (/3). Mas ain, por lo menos 10
epitopes sobrepuestos distinguibles se atribuyeron
a residuos 138-150 del VP,. Kitson et al. (10)
secuenciaron virus O, de lafiebre aftosaresistentes
a AcMs neutralizantes individuales o multiplos,
basado en que éstos propusieron cuatro sitios
principales para este serotipo. Elsitio 1 fue asociado
con amino4cidos en la secuencia 140-160 del VP,
y suextremo C (residuo 208) y se considerd como
un epitope esencialmente independiente de
conformacion, mientras que los otros tres sitios se
consideraron sitios naturalmente conforma-
cionales. El sitio 2 involucrd los residuos 70-77 y
131 del VP,; elsitio 3, los residuos 43-48 del VP,
y el sitio 4, el residuo 58 del VP,. Utilizando el
AcM OC3 y un mutante resistente al OC3,
Crowther et al. (3) propusieron recientemente un
quinto sitio independiente de conformacién. Sin
embargo, el reconocimiento de la regién 141-158
del VP, por el AcM OC3 (este trabajo) y los
cambios en los aminoécidos observados en esta
secuencia en ¢l mutante resistente al OC3 (3),
indican una asociacién préxima entre los sitios 1
y 5 del serotipo O,. Kitson et al. (/0) tambi¢n
actualizaron la literatura de los sitios antigénicos
del serotipo A. Elssitio 1 consistia de residuos 140-
160 del VP, asi como implicaba varios
aminoacidos en el extremo Cdel VP,. Los residuos
175y 178 del VP, también fueron implicados para
el virus A .. El sitio 2 involucraba residuos solo
dentro del VP,; el sitio 3, aminodcidos alrededor
de la posicion 170 del VP, y el sitio 4 implicaba
los residuos 58-61, 69-70, 136-139y 195 del VP,
Lavariabilidad en la cantidad de sitios antigénicos
definidos por serotipo se debe a varios factores.
Porejemplo, algunos autores haninformado sitios
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multiples para unasecuencia dada (/3), considerada
por otros como un sitio individual. También, el
numero de sitios informados para una cepa de virus
dada puede reflejar la intensidad de las
investigaciones y el nimero de AcMs disponibles.

Una cuestion clave en estos estudios es la
importancia de los sitios identificados para la
proteecion del hospedero. Ciertamente, por muchos
afios el sitio 1 ha sido considerado importante, con
base en observaciones como la considerable dismi-
nucion en la inmunogenicidad de las vacunas
después del tratamiento del virus con tripsina (5) y
su capacidad de proteger animales con péptidos
sintéticos representando este sitio (7). Con el
serotipo O, también existe evidencia persuasiva de
Crowther et al. (3), sugiriendo la importancia de
todos los 4/5 sitios antigénicos de este serotipo. Su
trabajo demostré6 que el reconocimiento por el
suero de ganado vacunado o postinfectado contra
cepas emparentadas solo fue negado por un virus
mutante escapado de un AcM en que todos los 4/5
sitios antigénicos habian cambiado. Existe evidencia
de aislados de campo que sitios diferentes del sitio
1 pueden ser importantes en la proteccion.
Feigelstock et al. (8) atribuyeron el fracaso de la
cepa vacunal C, Resende Br/55 para proteger el
ganado contra el aislado de campo C, Argentina/
84, a cambios en la secuencia en tres sitios
antigénicos diferentes del VP, 135-160y 200-213.

En este trabajo, un niumero considerable de
AcMs, principalmente entre aquellos contra los
virus A,, y C,, reconocieron ¢l VP, 141-158. Esto
tiene implicaciones para los grupos de AcMsusados
para analizar virus sometidos a PANAFTOSA (1).
Por ejemplo, de los ocho AcMs A, y uno C,
normalmente usados para examinar virus serotipos
A, cinco reconocieron el VP, 141-158. De los
nueve AcMs C, normalmente usados, cinco
reconocieron el VP, 141-158. Esto no quiere decir
que cada uno de los cinco AcMs dentro de un grupo
reconozca exactamente €l mismo epitope. En
realidad, los datos de Mateu et al. (/3) demostraron
por lo menos 10 epitopes distinguibles dentro del
VP1 138-150Yy los inicos padrones observados por
Alonsoetal. (1), cuando examinaron las reacciones
de los AcMs contra un nimero grande de virus,
sugieren que los AcMs estaban reconociendo
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epitopes distinguibles. Asi, la presente observacién
enfatiza la necesidad de caracterizar completa-
mente las colecciones de AcMs en general Yy,
especificamente, los AcMs mantenidos en
PANAFTOSA, a fin de agruparlos en el contexto
de sitios antigénicos de importancia (relevantes).
Esto debe incluir los AcMs que neutralizan
débilmente o que no neutralizan en absoluto, dado
el hecho de que la neutralizacién in vitro no es
necesariamente correlacionada con la proteccién
in vivo (cuadro 1; ref. 15). Sin embargo, Mateu et
al. (/4) hicieron la interesante observacién de que
todos los AcMs del serotipo C no neutralizantes en
su trabajo, reaccionaron igual con todos los virus C
aislados, sudamericanos y europeos, probados. De
esto dedujeron que los epitopes reconocidos por
estos AcMs eran altamente conservados y, por lo
tanto, inadecuados para tener, seroldgicamente,
algunaimportancia. Losesfuerzos se dirigen ahora
a la produccion de AcMs resistentes a mutaciones
que permitan la agrupacion de los AcMs y, con
secuencias seleccionadas, la identificacidn de los
sitios antigénicos implicados.

Muchos de los AcMs reconocieron mas de un
serotipo al nivel del péptido, mientras que el
reconocimiento de virus fue, invariablemente, de
un serotipo especifico. Esto fue notable con los
AcMs A,,, ocho de los cuales reconocieron los
peptidos O, y A, ,, mientras que dos fueron serotipo
especifico en el sentido péptido. Lareaccién cruzada
observada en los dos serotipos, Oy A, fue atribuida
alaregion 141-158del VP, encontraste conlaalta
actividad cruzada del AcM C, 7JA1, que reconoci6
claramente los péptidos en la region 200-213 (este
trabajo; ref. 13). Existen varios aspectos sobre
reaccién cruzada que merecen mas comentarios, A
pesar de la ausencia de actividad cruzada y/o
proteccion cruzada entre serotipos después de una
infeccién o vacunacién miltiple con virus
completos, resulta claro que los anticuerpos con
reaccion cruzada pueden ser estimulados bajo
algunas circunstancias. Por ejemplo, el AcM
neutralizante 7EE6 reconoce un determinante
comiin a los tres serotipos, si bien que con exten-
siones diferentes. Ademis, el 7JA1 reconoce la
region 200-213 del VP, de, por lo menos, tres
serotipos que, en la forma de péptido sintético Cys-
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Cys-(200-213)-Pro-Pro-Ser-(141-1 58)-Pro-Cys-
Gly, estimula anticuerpos antipéptidos con reaccién
cruzaday proteccién cruzada en la infeccién de un
cobayo (6, 7). También es interesante notar que los
sitios de reaccion cruzada fueron identificados en
laregion 141-158 del VP, por algunos de los AcMs
A,,y O, deeste estudio. La cuestién mas intrigante
es si serd posible disefiar nuevas vacunas que
permitan la presentacién de particulas de virus
convencionales o, mis probablemente, antigenos
sintéticos o recombinantes, para el sistema inmu-
nologico del hospedero, de manera que estimule,
de preferencia, la poblaciéon de los anticuerpos
deseados.
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DETAILED CHARACTERIZATION OF SOME MONOCLONAL
ANTIBODIES WHICH RECOGNIZE ANTIGENIC
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SUMMARY.

Most monoclonal antibodies (MAbs) raised against the O, Campos, A,, Cruzeiro and

C, Indaial strains of foot-and-mouth disease virus (FMDV), and which were previously shown to react
with VP, in Western Blots, recognized synthetic peptides corresponding to the 141-158 sequence of
this protein. A significant number of the MAbs which recognized synthetic peptides did so in a
heterologous as well as homologous manner. Thus, many of the A,, Cruzeiro MAbs recognized an
O, Kaufbeuren peptide and the cross-reactivity was ascribed to the 141-158 region of the VP,. One
C, Indaial MADb recognized peptides corresponding to three serotypes and the cross-reactivity was
ascribed tothe 200-213 sequence ofthe VP,. Usually, the cross-reactivity of agiven MAbwas observed
with either the virus or the peptide but not with both antigens.

Monoclonal antibodies (MAbs) raised
against foot-and-mouth disease virus (FMDV)
have been widely used in fundamental and applied
investigations. Notable applications include the
definition of antigenic sites on the virus (/0) and
strain differentiation with particular respect to the
relationship among field strains and to vaccine
strains. Usually, panels of MAbs are used in the
latter application to support data obtained with
polyclonal reagents. While the value of these
panels in discriminating between closely related
viruses or detecting slight antigenic changes is
indisputable, the precise relevance of the informa-
tion obtained to practical aspects in the diagnosis
and control of the disease may be more obscure.

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).
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One reason for this is that the MAbs chosen
may not be fully representative of the polyclonal
antibody response of a target species to vaccination
or infection with FMDV. Indeed, a combination of
fundamental immunological and technical con-
siderations make it unlikely that any one labora-
tory would be successful in developing a compre-
hensive library of MAbs. It is worth reflecting that
the evidence for at least five antigenic sites in type
O FMDV was obtained with MAbs from four
different laboratories (3,11). A further complica-
tion is the tendency to select MAbs and MAb
panels on the basis of their ability to neutralize
virus in vitro. While it is not intended to devalue
neutralization per se, both MAbs and polyclonal
sera do exist which neutralize strongly in vitro but
are considerably less effective in in vivo protection
tests and vice-versa (15).

It is clear, therefore, that MAb libraries
should be characterized comprehensively to en-



sure that any interpretations made are meaningful.
Tothisend, there hasbeen acontinuous programme
within the Pan AmericanFoot-and-Mouth Disease
Center (PANAFTOSA) to develop and character-
ize fully MAbs against strains of major importance
to South America. A previous publication (/)
described a range of properties of MAbs raised
againstthe O, Campos, A, Cruzeiro and C, Indaial
strains of FMDYV including their ability to recog-
nize conformation-independent epitopes, as de-
duced from reactivities with denatured virus pro-
teins as well as whole virus, or conformation-
dependent epitopes, as deduced from reactivity
with virus alone. In the present study, we have
extended the work with these and other MAbs to
examine the recognition of some synthetic pep-
tides with particular reference to identifying the
binding sequences.

MATERIAL AND METHODS

Synthetic Peptides. These were either akind
gift from Dr. Richard DiMarchi (Eli Lilly Re-
search Laboratories, Indianapolis, U.S.A.) or pre-
pared by one of the authors (T.R. Doel) at the
Institute for Animal Health, Pirbright, UK. and
donated by Dr. Mike Parkhouse. Peptides were
synthesized by T-boc solid phase methods.

Most of the basic screening was done with
three peptides based on the VP, sequencesof the O,
Kaufbeuren, A, Cruzeiroand C, Indaial strains of
FMDYV ({2). Each peptide incorporated two anti-
genic regions of the VP, sequence and, in the case
of the O, Kaufbeuren and A,, Cruzeiro peptides,
contained additional amino acids between the two
sequences and at each end (7). That is:

0, pepti.de was
A,, peptide was

C-C-X-P-P-S-Z,-P-C-G
C-C-X,-P-P-S-Z,-P-C-G

where C,G,P and S are the single letter codes for
cysteine, glycine, proline and serine and:

X, is the 200-213 sequence of the O, K strain
of FMDV and is:
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R-H-K-Q-K-I-V-A-P-V-K-Q-T-L

X, is the equivalent sequence of the A,
Cruzeiro strain of FMDV and is:

R-H-K-Q-K-I-I-A-P-A-K-Q-L-L

Z, is the 141-158 sequence of the O, K strain
of FMDV and is:

V-P-N-L-R-G-D-L-Q-V-L-A-Q-K-V-A-R-T

Z, is the equivalent sequence of the A,
Cruzeiro strain of FMDYV and is:

G-§8-G-R-R-G-D-M-G-S-L-A-A-R-V-V-K-Q

The C, peptide had the construction Z -X .
where

Z . is the 134-160 sequence of the C, Indaial
strain of FMDV and is:

T-G-T-T-A-Y-T-A-S-A-R-R-G-D-L-A-H-L-A-A-
A-H-A-R-H-L-P

X is the 196-213 sequence of the C, Indaial
strain of FMDV and is:

P-A-G-D-R-H-K-Q-P-L-I-A-P-A-K-Q-L-L

Other peptides used included the individual
141-158 and 200-213 sequences of the O, and A,
viruses and overlapping peptide sets correspond-
ing to the peptides C-C-X -P-P-S-Z -P-C-G and
C-C-X,-P-P-§-Z,-P-C-G. Each set was made by
the tea-bag procedure (9) and was composed of 29,
12-mer peptides with each peptide overlapping the
next peptide in the sequence by 11 amino acids.

Monoclonal Antibodies. Most of the MAbs
used in the present study have been described
elsewhere (1,17). McA OC3 (anti-O, Caseros) was
kindly provided by Dr. Sandra Fanas, Federal
University, Porto Alegre, Brazil. MAb B2 (anti-O,
Switzerland 1965) was originally described by
Crowther et al. (4).
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Immunoassays. ELISA was carried out as
described previously (7) with a few minor varia-
tions. Briefly, plastic plates (Nunc Immunoplate
1*) were coated overnight at 4°C with 3 pg/ml
synthetic peptides in 15 mM carbonate/bicarbon-
ate buffer, pH 9.6. The following day, dilutions of
MAbs were added to the plate and incubated at
37°C for 30 minutes. Following incubation with
goat anti-mouse immunoglobulin conjugated to
horseradish peroxidase, positive reactions were
detected with O-phenylenediamine/Hzoz. The car-
rier protein used in the diluent for the MAbs and
enzyme conjugate was 1% ovalbumin in PBS
containing 0.05% v/v Tween 20.

RESULTS

Table 1 summarizes some of the properties of
the MAbs in the present study, including their
ability to recognize synthetic peptides correspond-
ing to two sequences within VP,. With respect to
the latter property, two reactivities are clearly
distinguishable from table 1. None of the MAbs,
which were previously categorized as recognizing
conformation-dependent epitopes (/), recognized
the homologous VP, peptides nor, when tested, any
of the heterologous peptides. The other category of
MABbs, previously characterized as conformation-
independent because of reactivity with VP, in
Western Blotting experiments, consistently recog-
nized the peptides and, in particular, the 141-158
region as deduced with peptides corresponding to
shorter sequences. A number of MAbs, not previ-
ously categorized with respect to recognizing con-
formation-dependent or-independent epitopes were
tested blind against the peptides. Those which
recognized one of the peptides were also found to
bind to the homologous VP, in Western Blotting
experiments, whereas those which did not recog-
nize any of the peptides did not bind any of the

*Mention of commercial firms or their products is for identifica-
tion only and does not constitute endorsement by the authors or
their organizations.
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denatured structural proteins of the virus (results
not shown). Thus, peptide binding represents a
rapid and easy method to make an initial grouping
of a large number of MAbs.

Dealing first with the serotype specific rec-
ognition, the O, MAbs, 11HC10,36 AF8 and 36BES
reacted with O, 12-mer tea-bag peptides covering
the Arg-Gly-Asp (RGD) motif in the 141-158
regionof VP, . The profile obtained with the 11HC10
MAb isshown infigure 1 and differed slightly from
those of 36 AF8 and 36BES in terms of the number
of peptides recognized around the RGD sequence.
Thus, 11HC10 reacted strongly with only three
peptides whereas 36 AF8 and 36BES had broader
reactivities similar to that of the MAb OC3 shown
infigure 1. The profiles for MAbs B2 and OC3 are
given because of their historical importance in
relation todefining those antigenic sites of O, virus
whichinvolve VP, 140-160, namely site 1 and site
5 respectively (3). All of the A,, MAbs which
recognized the large A, peptide indicated in table
1, with the possible exception of 3 1FE7 which was
not tested, also recognized the A,, 141-158-Pro-
Cys-Gly sequence. In general, the reactivity of the
A,, MAbs with the A , tea-bag set of peptides was
low, although 31DF4 recognized strongly one
peptide within the A,, 141-158 sequence (table 1).
The failure to define more precisely the amino
acids recognized by the A,,MAbs may be due to
the relative sizes/conformations of the tea-bag 12
mersand the 141-158-Pro-Cys-Gly sequence. Many
of the C, MAbs which were categorized as recog-
nizing a continuous epitope (VP, in Western Blot-
ting) bound strongly to the C, peptide which
contained both the 140-158 and 200-213 regions of
the VP . With the exception of 7JA1, all of these
MAbs also recognized a smaller peptide corre-
sponding to the 140-160 sequence (results not
shown, and ref. /4).

A significant feature of many of the McAs
was the ability to recognize one or both of the
heterologous peptides described in table 1. For
example, the O, MAb, 36 AF8, recognized both the
C, Indaial peptide and the homologous peptide.
Given the tea-bag data with this MAD, it is sug-
gested that the cross-reactivity occurs within the
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Table 1. Summary of properties of monoclonals

0, CAMPOS MAbs

AcMs Type* Serum® Try* Reactivity with peptides?
Neut Prot 0, C, A, Sequence
12BBS CON <12 3.25 N 1] - -
36AC6 CON >3.6 2.5 N 0 - -
12FAS CON <1.2 0.88 N 0 - -
12DB7 CON 1.9 2.83 N 0 - -
13EG1 CON <12 0 N 0 - -
11HCI10 VP, <35 4.27 Y ++++ 0 0 PPSVPNLRGDLQ
11AD6 CON <1.2 2.35 N 0 - -
12GG11 CON <12 0 N 0 - -
36AF8 VP, - - - ++++ ++ ? PPSVPNLRGDLQ
36BES8 VP, - - - ++4++ ? ? PPSVPNLRGDLQ
A,, CRUZEIRO MAbs
31EF12 CON 1.8 4.25 Y - - 0
32DH3 CON <12 425 Y - - 0
31DF4 VP, 34 4.03 Y ++4++ 0 ++++ LPPSGSGRRGDM
32AAS VP, <12 0.85 Y ++++ 0 ++++
31FA4 VP, <1.2 3.15 Y ++++ ? 4+
16EC11 VP, <12 3.0 Y 0 0 ++++
31GA6 CON <1.2 3.85 Y 0 0 0
31GA3 VP, <12 335 - 0 0 ++++
31DB8 VP, <1.2 4.02 - +4+++ 0 ++++
31DC7 VP, <12 224 - +++ 0 ++++
31DE3 VP, <1.2 3.0 - +++ 0 ++
31EH2 CON 1.5 2.75 - 0 0 0
31FE7 VP, <1.2 31 - ++++ 1] ++++
31CG4 VP, <12 1.25 - +4++ 0 ++
31EDI CON 14 45 - 0 0 0
31EAI2 CON 13 2.0 - 0 0 0
C, INDAIAL MAbs
TFC12 VP, 33 3.0 Y 0 ++++ 0
TLAS CON <12 425 N - 0 -
TCAS VP, >3.6 3.25 Y 0 +++ 0
TCH1 CON 1.9 3.75 Y - 0 -
TABS VP, 3.5 > 475 Y 0 ++ 0
7DF10 CON 1.5 432 N - 0 -
1BHS8 VP, 1.9 2.22 Y 0 +++ ?
2LC9 VP, <1.2 1.7 Y 0 ++++ 0
7EE6 VP, 3.4 3.07 Y/N 0 +++ 0
7AH1 VP, <12 0.6 - 0 ++++ 0
7CAll VP, 3.5 3.6 Y/N 0 ++++ 0
7JAl VP, <0.61 0.46 - ++++ +4-++ +4+++ KIVAPVKQTLPP
7JD1 VP, >3.61 35 - 0 ++++ ?

Adapted fromRef. 1.

* Type. Indicates type of antigen with which MAb reacts. All MAbs were initially selected on basis of recognition of virus in ELISA but were discriminated
subsequently on their reactivity (VP,) or non-reactivity (CON) with VP, protein in Westen Blotting.

b Titre of MAD in either tissue culture serum neutralization test (Neut) or protection test in mice (Prot)

¢ Reactivity of MAb with trypsi d virus. Y indicates that binding of antibody to trypsin treated virus is abrogated.

¢ 0, peptide was C-C-X -P-P-S-Z-P-C-G,A,, peptide was C-C-X,P-P-S-Z, P-C-Gand the C, peptide had the construction Z -X . Sequences recognized with
tea-bag peptides are given and correspond to the peptide which gave the peak absorbance value. See Materials and Methods for more information. Reactivity
was assessed on a scale from 0 (no binding of MADb to peptide) to + + + + (strong binding);

- indicates experiment not done.
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Figure 1. ELISA of four MAbs against tea-bag peptides. Each panel shows 29, 12-mer
peptides based on peptides C-C-X,-P-P-S-Z,-P-C-G or C-C-X -P-P-8-Z -P-C-G (See Mate-
rials and Methods). The 12-mer on the extreme left of each panel is C-C-(200-209), to the
right of which are peptides C-(200-210), (200-211), (201-212), (202-213), (203-214)-P etc.

Thus, the peptide on the extreme rightis (150-

158)-P-C-G. MAbs 11HC10, B2 and OC3 were

assayed against the O, Kaufbeuren peptide set whereas MAb 7JA1 was assayed against

the A,, Cruzeiro peptide set.

141-158 region of the VP,. The same MADb also
cross-reacted in ELISA with the heterologous vi-
ruses but to a significantly lesser extent than the
homologous reaction (results not shown). With the
exception of 16EC11 and 31GA3 all of the confor-
mation-independent A,, MAbs recognized the O,
serotype peptide to the same or a similar extent as
the homologous sequence. On the basis of the
strong reactivities of the A,, MAbs with the A,
141-158-Pro-Cys-Gly sequence and the weak but
significant reactivities of most A, MAbs with the
equivalent O, peptide, this cross-reactivity was
attributed to a site or sites within this sequence.
Interestingly, all of the conformation-independent
A,, MAbs recognized very strongly an O, peptide
having the general structure (141-158) (141-158)-
Pro-Cys-Gly, i.e.,adimericformofthe O, 141-158

Doel et al.

sequence, suggesting the importance of peptide
size or stearic considerations in the ELISA results.
For reasons which are not clear at this time, the
only reactivity observed when the cross-reactive
A,, MAbs were assayed against the O, tea-bag set
of peptides was a low but significant reactivity with
12-mer peptides corresponding to the C terminus
of the 141-158-Pro-Cys-Gly sequence, namely
QVLAQKVARTPC and MAb 31DC7, i.e., a dif-
ferent reactivity to that seen with 31DF4 and the
homologous tea-bag set. The level of cross-reac-
tivity seen with the A,, MAbs and the O, and A,
peptides was not reflected in ELISA assays with
the different viruses in which little or no cross-
reactivity was observed. Only one of the C, MAbs
reacted with more than one peptide. Figure 2
shows that 7JA1 recognized each of the three
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Figure 2. ELISA of two C, Indaial MAbs (7JA1 and 7EE6) against three synthetic
peptides and three viruses. Open and closed squares are C, Indaial peptide Z_-X_ and

virus respectively, open and closed trian
and virus respectively, and open and close

gles are A,, peptide c-C-X,-P-P-8-Z,-P-C-G
d circles are O, Kaufbeuren peptide C-C-X -

P-PS-Z,P-C-Gand O, Campos virus respectively. See Materials and Methods for full

peptide sequences.

peptides to an equal extent but was relatively
specific in its reaction with the C, virus. In con-
trast, another C, MAb, 7EE6, only recognized the
C, peptide but was considerably more cross-reac-
tive in ELISA with the three viruses (figure 2). In
keeping with its peptide specificity, 7EE6 only
neutralized the homologous C, virus in serum
neutralization tests. MAb 7JA1 also recognized
the O, and A, tea-bag sets in the 200-213 region
of the peptide (figure 1) and is the only clear
example in the present work of reactivity at this
site. In the ELISA shown in figure 1, 7JA1 also
appeared to react with several peptides in the Pro-

Ser-141-158-Pro-Cys-Gly sequence although the
signal strength for these peptides was considerably
weaker than with the 200-213 sequences. The
0.D. values for the latter were in excess of 2.

DISCUSSION

The antigenic complexity of FMDV has
been demonstrated in a number of studies utilizing
MAbs (2,3,10,11,14,16). Mateuetal. (14) screened
31 South American isolates and 15 European
isolates of the C serotype against a large panel of

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993



108

C virus MAbs, which included many of those
indicated in table 1. They suggested the existence
of at least 12 epitopes involved in the neutraliza-
tion of viruses of this serotype. More recently they
reported that 23 of 36 MAbs tested recognized VP,,
and distinguished at least 13 virion conformation-
independent epitopes involved in neutralization of
FMDV type C (/3). Furthermore, at least 10
distinguishable, overlapping epitopes were attrib-
uted to VP, residues 138-150. Kitson et al. (/0)
sequenced single and multiple neutralizing MAb
resistant viruses of type O FMDYV, on the basis of
which they proposed four major sites for this
serotype. Site 1 was associated with amino acids in
the 140-160 sequence of VP, and its C terminus
(residue 208) and was considered to be an essen-
tially conformation-independent epitope whereas
the other three sites were considered to be confor-
mational sites in nature. Site 2 involved residues
70-77 and 131 of VP,, site 3 involved residues 43-
48 of VP, and site 4 involved residue 58 of VP,.
Using the MAb OC3 and an OC3 resistant mutant,
Crowther et al. (3) recently proposed a fifth confor-
mation-dependent site. However, the recognition
of the VP, 141-158 region by the MAb OC3
(present work) and the amino acid changes ob-
served in this sequence in the OC3 resistant mutant
(3) indicate a very close association between sites
1 and 5 of the O, serotype. Kitson et al. (/0) also
reviewed the literature on antigenic sites of the A
serotype. Site 1 consisted of residues in VP, 140-
160 as well as involving several amino acids at the
C terminus of VP,. Residues 175 and 178 of VP,
were also implicated for A, virus. Site 2 involved
residues within VP, only, site 3 involved amino
acids around position 170 of VP, and site 4
involved residues 58-61, 69-70, 136-139 and 195
of VP,. The variability in numbers of defined
antigenic sites per serotype is due to a number of
factors. For example, some authors have reported
multiple sites for a given sequence (/3) considered
by others to be a single site. Also, the number of
sites reported for a given virus strain may reflect
the intensity of the investigation and the number of
MADbs available.

A key question in these studies is the rel-
evance of the sites identified to protection of the

Doel et al.

host. Certainly, site 1 has been considered impor-
tant for many years based on observations such as
the considerable diminution in immunogenicity of
vaccines following treatment of virus with trypsin
(5) and the ability to protect animals with synthetic
peptides representing this site (7). With the O
serotype there is also persuasive evidence from
Crowther et al. (3) suggesting the importance of all
of the four/five antigenic sites of this serotype. Their
work demonstrated that recognition by post-in-
fected or vaccinated cattle sera against the parental
strain was only negated with a MADb escape mutant
virus in which all four/five antigenic sites had
changed. There is evidence from field isolates that
sites other than site 1 may be important in protec-
tion. Feigelstock et al. (8) attributed the failure of
the vaccine strain C, Resende Br/55 to protect cattle
against thefield isolate C, Argentina/84 to changes
in sequence at three antigenic sites other than VP,
135-160 and 200-213.

Inthe present work, a considerable number of
the MAbs, but particularly those against the A, and
C, viruses, recognized VP, 141-158. This has im-
plications for the MAb groups used to analyse
viruses submitted to PANAFTOSA (J). For ex-
ample, of the eight A, MAbs and one C, MAb
normally used to screen A serotype viruses, five
recognized VP, 141-158. Of the nine C, MAbs
normally used, five recognized VP, 141-158. This
is not to say that each of the five MAbs within a
group is recognizing exactly the same epitope.
Indeed, the data of Mateu et al. (/3) demonstrated
atleast 10 distinguishable epitopes within VP, 138-
150 and the unique patterns observed by Alonso et
al. (/) when they examined the reactivities of the
MAbs against a large number of viruses suggest
that the MAbs were recognizing distinguishable
epitopes. Rather, the present observations empha-
size the need to fully characterize MADb libraries in
general and the MAbs held in PANAFTOSA spe-
cifically, with the aim of grouping them in the
context of important (relevant) antigenic sites. This
ought to include MAbs which neutralize weakly or
not at all given the fact that in vitro neutralization
does not necessarily correlate with in vivo protec-
tion (table 1; ref. 15). However, Mateu et al. (/4)
made the interesting observation that all of the non-



neutralizing C serotype MAbs in their work reacted
equally with all of the South American and Euro-
pean isolates of C virus tested. From this they
deduced that the epitopes recognized by these
MAbs were highly conserved, and therefore, un-
likely tobe of significance serologically. Efforts are
now directed to producing MADb resistant mutants
which will allow grouping of the MAbs and, with
selected sequencing, identification of the antigenic
sites involved.

Many of the MAbs recognized more than one
serotype at the peptide level whereas virus recogni-
tion was invariably serotype specific. This was
notable with the A, MAbs, eight of which recog-
nized the O, and A, peptides, whereas two were
serotype-specific in the peptide sense. The cross-
reactivity observed with both the A and O serotypes
was attributed to the 141-158 region of VP, in
contrast to the highly cross-reactive C, MAb 7JAl
which clearly recognized peptides in the 200-213
region (present work; ref. /3). There are several
aspects in relation to cross-reactivity which merit
further comment. Despite the absence of cross-
reactivity and/or cross-protection between sero-
types following infection or multiple vaccination
with whole virus, it is clear that cross-reactive
antibodies can be stimulated under some circum-
stances. For example, the neutralizing MAb 7EE6
recognizes a determinant common to all three
serotypes albeit to differing extents. In addition,
7JA1 recognizes the 200-213 region of VP, of at
least three serotypes which, in the form of the
synthetic peptide Cys-Cys-(200-2 13)-Pro-Pro-Ser-
(141-158)-Pro-Cys-Gly stimulates cross-reactive
anti-peptide antibodies and cross-protection in a
guinea pigchallenge model (6,7). Itisalso interest-
ing to note that cross-reactive sites were identified
inthe 141-158 region of VP, by someof the A, and
O, MAbs in the present study. The intriguing
question is whether it will be possible to design
novel vaccines which will allow the presentation of
conventional virus particles or, more probably,
synthetic or recombinant antigens, to the immune
system of the host in such a way as to stimulate
preferentially the desired antibody population.
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MEDICION DE NIVELES DE ANTIBIOTICOS EN VACUNAS OLEOSAS
ANTIAFTOSA POR METODOS QUIMICOS

J. TORROBA!, V.M. VARELA-D{AZ? E.C. VIVINO', J.A MESQUITA?
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Casilla 3092 - Correo Central, 1000 Buenos Aires, Argentina
2Centro Panaméricano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. El control de calidad de las vacunas contra la fiebre aftosa actualmente comprende
pruebas de esterilidad, inmunogenicidad einocuidad, pero no se hacen estimaciones de componentes
potencialmente alergénicos. Este articulo informa los resultados de un estudio para seleccionar las
condiciones 6ptimas de trabajo para la utilizacién de la cromatografia en capa fina (TLC) en la
determinacion de los niveles de penicilina, neomicina y polimixina en vacunas oleosas antiaftosa.
Se describen los procedimientos de eleccion para el quiebre de laemulsién y para extraer, purificar,
concentrar, identificar y cuantificar los antibiéticos. Se presentan los resultados obtenidos al
examinar por TLC una serie de vacunas oleosas antiaftosa disponibles comercialmente. Los
hallazgos se analizan en términos de la aplicacion de esta metodologia para el control de la calidad
de estos inmundgenos y para el estudio de las reacciones posvacunacién.

En general, los laboratorios de control de
vacunas analizan basicamente tres aspectos de los
inmunégenoselaborados en su esferade influencia.
En las vacunas antiaftosa, se utilizan pruebas de
potencia que exigen que los inmundgenos sean
capaces de proteger al 75 por ciento de los bovinos
a los 90 dias después de la primovacunacion, en
pruebas de descarga viral denominadas como
pruebas de generalizacién podal (5,20). Para
disminuir costos y prevenir la diseminacion
ambiental del virus, también se emplea la expec-
tativa porcentual de proteccion, estimada a partir
de pruebas de seroproteccion en ratones (9).

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

El control de calidad de estas vacunas incluye,
ademas, pruebas de esterilidad realizadas mediante
la inoculacién de medios de cultivo para detectar
contaminantes microbianos que podrian afectar la
inmunogenicidad y estabilidad de las vacunas, o
bien infectar a los animales que las reciben.
Finalmente, se llevan a cabo pruebas de inocuidad
para prevenir el gran riesgo que representa una
vacuna que contenga particulas virales infecciosas,
asi como paraanalizar la tolerancia delos animales
a la vacunacion y revacunacion (/,2,5,10).

Desde los comienzos de la vacunacién
periddica contra la fiebre aftosa se han registrado
problemas posvacunales de diversa indole, que
incluyen reacciones locales o generalizadas com-
patibles con manifestaciones alérgicas (3,4,6-8,
11,13-16,19). Si bien su frecuencia parece ser de
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escasa significacion, estas pueden ocasionar
trastornos en algunas dreas circunscriptas. Sin
embargo, hasta el momento no se ha contemplado
la incorporacién de alguna prueba que permita
determinar los niveles de los componentes
potencialmente alergénicos en las vacunas. Esto
seria de interés para: establecer asociaciones entre
los valores de los distintos alergenos y la aparicién
y frecuencia de reacciones; definir los niveles de
estas substancias que son compatibles con la
ausencia o disminuci6n de 1as reacciones; mejorar
los procedimientos de control de calidad de vacunas
¥, por consiguiente, favorecer la marcha de los
programas de inmunizacion antiaftosa.

En este informe se describen los estudios
realizados a fin de disponer de un procedimiento
que permita determinar los niveles de antibidticos
endistintos lotes de vacunas antiaftosa. La decision
de dar prioridad a la evaluacién de estos agentes
antimicrobianos se fundamenté en que los mismos
constituyen uno de los componentes vacunales més
frecuentemente asociados (3,4,6,8,11,13-15,19) a
la aparicién de manifestaciones alérgicas.

MATERIALES Y METODOS

Dada la reconocida utilidad de la cromato-
grafiaen capafina (TLC)paraidentificary clasificar
antibidticos, separarlos en mezclas, y controlar su
pureza, se eligi6 este procedimiento para determinar
los productos contenidos en las vacunas, seguido por
el empleo de métodos quimicos de revelado para
localizar las zonas correspondientes a los distintos
antibidticos. La eleccion del procedimiento croma-
tografico se baso en su simplicidad y facilidad de
ejecucién; enque no requiere de instramental costoso,
y puede efectuarse con el equipamiento habitual de
un laboratorio microbiologico; en que cubre una
amplia gamade antibidticos, y susensibilidad permite
detectar pequefias cantidades; y en que no requiere
reactivos raros, peligrosos o costosos. Ademas, la
repetibilidad, reproducibilidad y especificidad del
procedimiento son adecuadas (17,18).

El enfoque consisti6 en seleccionar inicial-
mente las condiciones éptimas de trabajo para la
ejecucién de cada una de las cuatro etapas del
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proceso analitico, o sea: el quiebre de 1a emulsion;
la extraccion de los antibidticos; su purificacién/
concentracion; y finalmente, su identificacién y
cuantificacién por TLC.

Definidas estas condiciones, el procedi-
miento se aplicé para estimar los niveles de los
antibidticos presentes en algunos lotes de vacunas
antiaftosa sometidos por los productores a los
organismos oficiales de control de la Argentina y
de Colombia, que gentilmente los proveyeron con
este proposito.

Parala puesta a punto de estas cuatro etapas,
se usaron como patrones los antibidticos (/2)
comunmente agregados a las vacunas antiaftosa
disponibles en el mercado, especificamente los
siguientes: a) solucidn patrén de penicilina G
potasica de 1,00-0,50 y 0,25 mg/ml; b) solucién
patrén de sulfato de neomicina de 2,00-1,00 y0,50
mg/ml; c) solucidn patrén de polimixina B de
0,100-0,050 y 0,025 mg/ml.

Igualmente, se emple6 como referenciauna
vacuna antiaftosa oleosa, elaborada en la Planta
Piloto del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(PANAFTOSA). A esta vacuna, asi como a las
otras de PANAFTOSA empleadas en este estudio,
se le agregd las cantidades de 250 UI de penicilina,
0,56 mg de sulfato de neomicina, 125 UI de sulfato
depolimixina, y 6,2 ng de Fungizone por cada 5 ml
de vacuna (consistente de partes iguales de la
suspension de virus inactivado en medio de cultivo
celular, y de la fase oleosa).

Se consider6 prioritario optimizar el proce-
dimiento general de extraccién de los antibidticos
de la matriz de la vacuna antiaftosa empleada
como vacuna de referencia. A tal efecto, se
ensayaron procedimientos de extraccién en fase
liquidaa pH diferentes empleando diversos sistemas
debuferizacion. Igualmente, se ensayaron distintos
sistemas de purificacién del extracto acuoso de la
vacuna mediante particiones con solventes organi-
cos, y por desarrollo de TLC en sentidos opuestos
(desarrollo antiparalelo), y por desarrollo multiple
en el mismo sentido.

Originalmente se habia planteado que podria
ser promisorio el empleo del sistema de extracciéon
enfase acuosa, y 1a posterior purificacion mediante
desarrollo multiple por TLC. No obstante, las
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recuperaciones y la completa separacion de fases
no fueron satisfactorias al no lograrse el efectivo
quiebre de la emulsién con cloroformo. Asi, se
constaté la permanencia de una fase intermedia
muy estable y de extension variable, colocando al
sistema en el borde del limite de deteccion. Esto
implicaria trabajar con estandarizacién interna,
que por lo engorroso seria impractico, y necesitaria
buscar y seleccionar una sustancia adecuada para
ello. Sin embargo, estas dificultades se obviaron al
efectuar el quiebre de 1a emulsién con diclorometano
yla purificacién medianteextraccién enfase solida
(SPE).

Por otra parte, se procedié a concentrar los
extractos con el propdsito de alcanzar los niveles de
concentracién necesarios para el método de
visualizacién elegido. A tal efecto, se ensayé la
reduccion de volumen mediante concentracion
por arrastre con aire a baja temperatura, y por
destilacién azeotrépica (agua/etanol y agua/
acetona) también a baja temperatura, a fin de no
alterar la estructura de los antibi6ticos. Se hallé
que la concentracion de la fase acuosa mediante
arrastre con corriente de aire abaja temperatura era
mas efectiva para reducir el volumen del extracto
vacunal.

Con el propésito de optimizar el método
para separar por cromatografia los antibiéticos de
interés, se ensayarondiversos sistemasde desarrollo
sobre fase normal (siete mezclas de solventes
binarios, ternarios y cuaternarios) y uno sobre fase
inversa, concluyéndose que el mas adecuado erael
sistema en fase normal usando placas de silicagel
60. Se opté por una fase mévil cuaternaria para la
neomicina y polimixina, y un sistema binario para
lapenicilinay los antibiéticos relacionados. Debido
a las caracteristicas de estos grupos fue necesario
emplear diferentes reacciones de revelado, asi
como distintos sistemas de desarrollo croma-
tografico.

A fin de disponer de un procedimiento de
visualizacién acorde con el problema analitico
planteado, o sea, que permitiese alcanzar niveles
de deteccion de aproximadamente 2 pg de cada
antibiético, se ensayaron dos métodos para el
reveladodeplacas. Estos sebasaron enlaformacién
de compuestos coloreados (empleando azida
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sédica/l,, I /almidén o ninhidrina-4cido acético) y
en la formacion de derivados fluorescentes (por
derivatizacion con fluorescamina) para mejorar la
sensibilidad de la deteccién.

Sobre esta base, se seleccioné el revelado
conI/almidén parala detecciénde los antibi6ticos
de la familia de las penicilinas, y a Ia ninhidrina/
4cido acético para aquellos de las familias de la
polimixina y la neomicina. Ademas, se concluy6
que el correcto funcionamiento del sistema por
fluorescencia justifica su utilizacién como proce-
dimiento alternativo o complementario de la
coloracion.

Los antibiéticos se identificaron enbase asu
ubicacién en la placa respecto de su patrén
respectivo. A su vez, la cantidad de antibiético en
la mancha cromatografica se estim6 mediante la
comparacion visual contra los patrones corres-
pondientes.

La metodologia para la ejecucién del
procedimiento cromatogréficoelegido parala deter-
minacién de antibiéticos en vacunas antiaftosas se
describe en el cuadro 1. Ademas, los reactivosy los
materiales (/7) que se utilizan a tal efecto se
indican en los cuadros 2 y 3, respectivamente.

Una vez normatizado, el procedimiento,
cromatografico fue aplicado para determinar las
concentraciones de penicilina, polimixina y
neomicina, respectivamente, en 10 lotes de vacuna
antiaftosa oleosa. De éstos, siete fueron producidos
por empresas comerciales de la Argentina y de
Colombia, mientras que los tres lotes restantes
habian sido elaborados en la Planta Piloto de
Produccién de Vacunas de PANAFTOSA. Los
hallazgos sobre el particular se presentan en el
cuadro 4.

RESULTADOS Y DISCUSION

En general, se constat6 que los valores de
polimixina y penicilina registrados para todos los
lotes devacunas comerciales analizados resultaron
comparables a los de las vacunas elaboradas en
PANAFTOSA. En el caso de 1a neomicina, sin
embargo, lasituacion fue diferente. Asi, aunque las
tres vacunas dePANAFTOSA y seis delas vacunas
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comerciales se inscribieron dentro del mismointer-
valo de valores obtenidos para este antibiético, el
nivel de neomicina registrado para la restante
vacuna comercial (#3) fue marcadamente superior
aldetodaslasotras. Estos hallazgos se reprodujeron
de manera idéntica, en andlisis repetidos.
Esencialmente, estas observaciones demues-
tran que la TLC permite determinar los niveles de
antibidticos presentesen vacunasoleosas antiaftosa,
y que por su sensibilidad, reproducibilidad,
especificidad, sencillez y bajos costos se la puede
incorporar para el control de calidad de estos
inmundgenos. Su empleo para el anilisis del
producto final brinda informacion fidedigna que
podria ser utilizada para evaluar el proceso de
produccion. Asi, la deteccién de altos niveles de
antibidticos podria ser indicativo de la existencia
de problemas de contaminacién en la obtencién del
sustrato celular, y/o en la etapa de inoculacién de
particulas virales para la preparacion del antigeno

* La mencién de firmas comerciales o de sus productos se hace
con fines de identificacion y no implica su endoso por los
autores o sus respectivas instituciones.
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vacunal. La resolucién de estas dificultades puede
representar también un ahorro en los gastos
ocasionados por los antibidticos agregados durante
la produccién del inmunégeno, asi como el logro
de un producto de mejor calidad. Ademis, la
disponibilidad de informacién sobre los antibiéticos
presentes en los distintos lotes de vacuna aplicados
en el terreno ofrece la posibilidad de evaluar su
relacién con las reacciones posvacunales con las
que podrian estar asociados.

Por otra parte, los hallazgos del presente
estudiotambién sugierenla convenienciade ampliar
el espectro de los agentes antimicrobianos que se
pueden detectar en vacunas antiaftosa por TLC
para un control de calidad mas completo. Debido
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a su asociacion con reacciones posvacunales en el
pasado (3,13,14,15), la determinacion de estrep-
tomicina y también del Merthiolate en vacunas
antiaftosa se considera de particular interés para
nuestros laboratorios.
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Informacién

La Comision Sudamericana para la Lucha contra la Fiebre Aftosa (COSALFA), integrada por los Directores de
Salud Animal de los paises de América del Sur, se reline anualmente y sirve de cuerpo asesor para el Director de
PANAFTOSA. Es el organismo de promocidn, coordinacion y evaluacion de los programas nacionales, proyectos
subregionales y convenios de frontera de los paises de la Region, en materia de fiebre aftosa y otras enfermedades vesiculares.

En marzo de 1985, la COSALFA fue institucionalizada por los Ministros de Relaciones Exteriores de los paises
de América del Sur como Comisién Permanente Subregional, actuando el Ministerio de Relaciones Exteriores del Brasil
como depositario del Convenio. Tiene también como funcién la adopcion de normas y medidas para evitar la introduccion
de enfermedades exoticas en América del Sur.

Anuncio

Reuniones de la Comision Sudamericana para la Lucha contra la Fiebre Aftosa (COSALFA)
Todos los afios se realiza una Reunion de los paises miembros de la COSALFA donde se
discuten asuntos relacionados al combate contra la fiebre aftosa.

Previamente se realiza un Seminario con un tema seleccionado en el Seminario del afio anterior.

1993 - XX Reunion de la COSALFA. 25 y 26 de marzo de 1993, Montevideo, Republica Oriental del Uruguay
Seminario Internacional sobre Erradicacién de la Fiebre Aftosa, sus Fundamentos Técnico-Administrativos y sus
Consecuencias en ¢l Comercio de Animales, Productos y Subproductos de Origen Animal. 22 al 24 de marzo de 1993.

1994 - XXT Reunion de la COSALFA. 14y 15 de abril de 1994, Lima, Pera
Seminario Internacional sobre los Sistemas de Atencidn de la Salud Animal ante los Cambios en el Papel del Estado y de
la Comunidad. 11 al 13 de abril de 1994.
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MEASUREMENT OF ANTIBIOTIC LEVELS IN
FOOT-AND-MOUTH DISEASE OIL VACCINES
BY CHEMICAL METHODS

J. TORROBA', V.M. VARELA-DIiAZ?, E.C. VIVINO!, J.A MESQUITA?

! Pan American Institute for Food Protection and Zoonoses (PAHO/WHO)
Casilla 3092 - Correo Central; (1000) Buenos Aires, Argentina.
2 Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
Caixa Postal 589, Rio de Janeiro 20001-970, RJ, Brasil.

SUMMARY. Quality control of foot-and-mouth disease (FMD) vaccines currently comprises sterility,
immunogenicity and innocuity tests but no assessments of potentially allergenic components. This
paper reports the results of a study to select the optimal working conditions for rendering thin layer
chromatography (TLC) useful for determining the levels of penicillin, neomycin and polymyxin in
FMD oil vaccines. Procedures are described for breaking vaccine emulsions and for extracting,
purifying, concentrating, identifying and quantifying the antibiotics contained in them. Subse-
quently, commercially available FMD oil vaccines were examined by these procedures. Findings are
discussed interms of the application of TLC for quality control ofimmunogens and for studying post-

vaccinal reactions.

In general, vaccine control laboratories ba-
sically analyze three aspects of the immunogens
manufactured within their sphere of influence.
Thus, foot-and-mouth disease (FMD) vaccine po-
tency tests, known as podal generalization tests
(5,20) require that vaccines are able to protect 75
percent of bovines following viral challenge at 90
days after primary immunization. To lower costs
and prevent environmental dissemination of virus,
increasing use is being made currently of the
expected percent protection based on mouse pro-
tection tests (9) for this purpose.

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).
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Quality control of FMD vaccines also in-
cludes sterility tests based on the inoculation of
culture media to detect microbial contaminants
that may affect vaccine immunogenicity and stabil-
ity, or alternatively, infect the animals receiving
them, Finally, innocuity tests are carried out to
prevent the great risks which vaccines containing
infective viral particles represent, and to analyze
the tolerance of animals to vaccination and
revaccination (/,2,5,10).

Since the administration of FMD vaccines
on aregular periodic basis was initiated, a diversity
of post-vaccinal problems which include local or
generalized manifestations compatible with aller-
gic reactions, have been recorded (3,4,6-8,11,13-
16,19). Although their frequency seems to be of
minor significance, they may present a problem in
some circumscribed areas. Nevertheless, we are



some circumscribed arcas. Nevertheless, we are
not aware that the possibility has been contem-
plated of incorporating tests to determine the levels
of potentially allergenic components in these and
other vaccines. This would be of interest to estab-
lish associations between the values of different
allergens and the appearance and frequency of
reactions; to define the levels of these substances
which are compatible with the absence or reduc-
tion of reactions; to improve vaccine quality con-
trol procedures, and conscquently, favor the
progress of anti-FMD immunization programs.

Studies reported herein were carried out to
develop a procedure which would permit the deter-
mination of antibiotic levels in different lots of
FMD vaccines. Priority was assigned to these
products since among vaccine components, they
have been most frequently incriminated ( 3,4,6,8,
11,13-15, 19) with the appearance of post-vaccinal
allergic manifestations in livestock.

MATERIALS AND METHODS

Considering its widely recognized useful-
ness for identifying and classifying antibiotics,
separating them from mixtures and controling
their purity, thin layer chromatography (TLC) was
selected for determining the presence of antibiotics
in FMD vaccines, employing chemical methods to
identify the zones which correspond to the differ-
ent antibiotics. Furthermore, selection of TLC was
based on the following practical considerations: its
simplicity and ease of performance; its capacity to
cover a wide range of antibiotics, its sensitivity,
which allows for detection of small amounts; it
may be performed with equipment usually avail-
able in microbiology laboratories; it does not re-
quire rare, dangerous, or costly reagents, nor ex-
pensive equipments, and it has an adequate
repeatibility, reproducibility and specificity (17, 18).

Initially, the working approach consisted of
selecting the optimal working conditions for each
of the following four stages of the process: break-
ing the emulsion, extraction of the antibiotics,
their purification and concentration, and finally,
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their identification and quantification by TLC.

After defining these conditions, the proce-
dure was applied to determine the antibiotic levels
present in a random selection of FMD vaccine lots
submitted by producers to the official control agen-
cies of Argentina and Colombia (to whom we are
grateful for kindly providing the samples used for
this purpose).

For use in these four stages, standards were
prepared with the three antibiotics (/2) most fre-
quently incorporated into FMD vaccines available
commercially in South America, specifically the
following: (a) potassium G penicillin standard
solution at 1.00-0.50 and 0.25 mg/ml; (b) standard
neomycin sulphate standard solution at 2.00-1.00
and 0.5 mg/mi; (c) polymyxin B standard solution
at 0.100-0.050 and 0.025 mg/ml.

Furthermore, an FMD oil vaccine manufac-
tured at the Vaccine Pilot Plant of the Pan Ameri-
canFoot-and-Mouth Disease Center(PANAFTOS A)
was also used as a reference reagent to set up the
four stages of the procedure. During the prepara-
tion of this and the other PANAFTOSA vaccines
used in this study, 250 IU of penicillin, 0.56 mg of
neomycin sulfate, 125 IU of polymyxin sulfate, and
6.2 ng of fungizone were added per every 5 ml of
vaccine (which consisted of equal parts of the
inactivated virus suspension in tissue culture me-
dium, and the oil phase).

Priority was assigned to the design and
optimization of the general procedures for extrac-
tion of antibiotics from the FMD oil vaccine used
as reference. To this effect, procedures were tested
for liquid phase extraction at different pH with
different buffer systems. Similarly, several sys-
tems for purification of the aqueous extract of
vaccines by partition with organic solvents and by
development in opposite directions (anti-parallel
development) in TLC and by multiple develop-
ment in the same phase.

The possibility was first contemplated of
using an aqueous phase extraction system and
subsequent purification using multiple develop-
ment by TLC. Nevertheless, recoveries and the
complete separation of phases were not at all
satisfactory, since the effective destruction of the
emulsion was not achieved with chloroform. The
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persistence of a very stable intermediate phase of
variable dimension became evident, placing the
limit of detectability or the system. This required
incorporating internal standardization, rendering
itcumbersome and thus impractical, and conveyed
the need to search for a substance adequate for this
purpose. Accordingly, these difficulties were obvi-
ated by breaking the emulsion with dichloro-
methane, and purifying by solid phase extraction
(SPE).

On the other hand, extracts were concen-
trated for the purpose of reaching levels adequate
for the selected visualization method. To this
effect, the reduction in volume by concentration
was assayed using air currents at low temperatures
or azeotropic distillation (water/ethanol and wa-
ter/acetone) also at low temperatures in order not
to alter the structure of the antibiotics. On this
basis, it was found that concentrating the aqueous
phase by air currents at low temperatures was more
effective for reducing the volume of the vaccine
extract.

For the purpose of optimizing the method of
separating antibiotics which were of interest by
chromatography, a variety of systems for develop-
ment over a normal phase were assessed (seven
mixtures of binary, ternary and quarternary sol-
vents) as well as another on reverse phase. The
conclusion was reached that the system in normal
phase using silicagel 60 plates was the most ad-
equate. Options made consisted of using a quater-
nary mobile phase for neomycin and polymyxin,
and a binary system for penicillin and its related
antibiotics. Because of the characteristics of these
two antibiotic groups, it was necessary to use
different chromatographic development systems
and staining reactions.

To visualize the localization of antibiotics
in the TLC plates and to permit detection levels of
approximately 2 pg of each antibiotic, two meth-
ods for developing them were assayed. These
techniques were based on the formation of colored
compounds (using sodium azide/l,, I /starch, or
ninhydrin-acetic acid) and in the formation of
Sluorescent derivatives (by derivation with
fluorescamine) to improve the sensitivity of detec-
tion.
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On this basis, developing with I /starch was
selected for antibiotics of the penicillin family, and
ninhydrin/acetic acid for the polymyxin and
neomycin families. Also, it was concluded that the
correct functioning of the system with fluorescence
Justifies its usefulness as a complement or alterna-
tive to staining procedures.

Antibiotics were identified by virtue of their
localization site in the plate in terms of its corre-
sponding standard . The amount of antibioticin the
chromatographic spot was estimated by visual
comparisons with the pertinent standards.

The technique for performing the chro-
matographic procedure selected for determining
antibiotics in anti-FMD vaccines is described in
table 1. Also, the reagents and materials used (/7)
for this purpose are indicated in tables 2 and 3,
respectively.

The standardized chromatographic proce-
dure was then applied to determine the concentra-
tion of penicillin, polymyxin and neomycin in 10
lots of anti-FMD oil vaccine. Of these, seven were
manufactured by commercial firms in Argentina
and Colombia, while the remaining three lots had
been prepared at the Pilot Plant for Vaccine Pro-
duction, PANAFTOSA. Findings are shown in
table 4.

RESULTS AND DISCUSSION

In general, the values for polymyxin and
penicillin recorded for all commercial vaccine lots
analyzed were comparable to those of the vaccines
prepared at PANAFTOSA. However, the situation
with neomycin was different. Thus, although the
three PANAFTOSA vaccines and six of the com-
mercial immunogens fell within the same range of
values, the neomycin level recorded for the remain-
ing commercial vaccine (# 3) was markedly higher.
Findings were identical in repeated analyses.

Essentially, the above observations demon-
strate that TLC is suitable for determining the
levels of the antibiotics present in anti-FMD oil
vaccines and suggest that this procedure may be
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for extraction and introduced into a 10 mi: tube
ing & ground glass: stopper. After adding 6 ml of
‘dichloromethane and 0.5 m) of water, tubes are stoppered
ired for 3 minutes in a vortex, and aliowed to rest for 3
Lites. Centrifugation is carried out at 2000.rpm for 3

- a Smitube usinga pipette dropper. One mlof water is added
““to the oil residue and the procedure is repeated twice, All

-~ ‘aqueous extracts of vaccines are pooled and oonoentrated :

to apprommately 1 ml-under-a 60°C arr current

2 Elutlon

G extréctron column. Pour the aqueous phase concentrate
"obtalned fromthe extractions into the column, regulating the

“second.-The receptable containing the extracts is washed
SEwithii0.5.mi of water.which is.then poured through the
_column; Elution is carried out with methanol (table 2).
Another collecting: tube (#2) is placed under the column,

eluted with Smiof methanol, transferred to the next tube (#3)

and eluted with-3 mi of acetone. Finally, the eluate is placed
“iintothe last collecting tube (#4), and eluted wnth 6 miofthe
- ,El lon Mlxlure Il (table 2). -

_Concentration
e ": The recipients containing the eluate of collecting
tubes #2 and #4 are placed respectively in‘a‘water bath or

aircurrent at approximately 40°C. A smooth current of clean
dry air is vlaced on its surface; stirring periodically as

L concentratlon proceeds erther manually or with a vortex, to

A Thin layer chromatography

T2t The procedure to identify and evaluate the antibiot:
- fcs‘extracted from vaccines is carried out as tqlloWs:

nd stirred for ‘two mlnutes lmmedlately, 3m are.’

he supernatant aqueous phase is transferred o -

Place a collecting lube (#1) under the solld phase :

‘vacuumapplied'so as to obtaina drop count of 1-2drops per

42 {
minations are placed i in
iodine crystals and allo

Plates areremovedand left exposed toair untll onlythe spots
are seen and the rest of the TLC plate remains white. To
increase sensitivity, plates are sprayed with the starch
solution. The purple spots which appear persist for several_' :
hours, while the yellow spots ormed by radme  disappear

within the hour

TLC plates are sprayed with the nlnhydnn solutron .

purple stains appearv in the srtes corrésﬁondmg to. eachv::;.-»
antibiotic. i e e

5. Identlﬁcatron and evatuatlon

in TLC plates vis-a-vis that of the ccrrespond]ng standard
The amount of each antibioticin the chromatographtc spots

is estimated by comparing visually spots formed by each
sample of the vactine extracts; wlth that of the glven ‘refer:
ence standard. ... o o =

6. Calculations

The milligrams of antibiotic per milliliter of vaccine
are determined by dividing:the:micrograms obtained in the
preceeding stage by a factor of 75.
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incorporated in the quality control of these immu-
nogens on the basis of its sensitivity, reproducibil-
ity, specificity, simplicity and low cost. Further-
more, application of TLC to analyze the final
product may provide reliable information which
may be used toevaluate the production process. For
instance, the detection of high antibiotic levels in
vaccines may be indicative of the existence of
contamination problems in the harvesting of the
cellular substrate and/or at the stage of inoculating
viral particles for preparing vaccine antigens. Solv-
ing these problems may also represent a savings in
the expenditures represented by the addition of
antibiotics during production of the immunogen,

* Mention of commercial firms or their products is for identifica-

tion only and does not imply endorsement bythe authors ortheir
institutions.

Torroba et al.

_ plates

as well as in obtaining an end-product of better
quality. Also, the availability of information on the
antibiotics present in the different lots of vaccines
applied to animals in the field offers the possibility
of evaluating their relationship to the appearance
of postvaccinal reactions, should they be reported.

Finally, the findings of the present study are
also suggestive of the convenience of expanding
the spectrum of antimicrobial agents which may be
detected in anti-FMD vaccines by TLC to achieve
anoptimal quality control. Due to their association




Commercial
Commercial
.~ Commercial

‘Commercial  0.03!
PANAFTOSA
PANAFTOSA
PANAFTOSA

* Values for each concentration are

ND = o detected.

of the:antibiotic per i

with postvaccinal reactions in the past (3,13, 14, 15),
streptomycin and also merthiolate determinations
in anti-FMD vaccines are considered of particular
interest in our laboratories.
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Information

South American Commission for the Control of Foot-and-Mouth Disease (COSALFA), composed of the Animal
Health Directors of the South American countries, meets annually and serves as an advisory body to the PANAFTOSA
Director. It is also the entity that promotes, coordinates and assesses the national programs, subregional projects and border
agreements of the Region’s countries as regards foot-and-mouth disease and other vesicular diseases,

In March, 1985, the Ministers of F oreign Relations of the South American countries institutionalized COSALFA
as a Permanent Subregional Commission. The Foreign Relations Ministry of Brazil acts as the depository of the Agreement.
COSALFA is also entrusted with adopting norms and measures to prevent the introduction of exotic diseases into South
America.

LAnnouncementT

Meetings of the South American Commission for the Control of Foot-and-Mouth Disease (COSALFA)
Meetings to discuss matters related to the prevention and control of foot-and-mouth disease
are held annually by the member countries of COSALFA. Prior to each meeting, a Seminar on a
topic selected during the preceding Seminar is also held,

1993 - XX Regular Meeting of COSALFA . March 25 and 26, 1993, Montevideo, Uruguay
Intemational Seminar on Foot-and-Mouth Disease Eradication, its Technical and Administrative Bases and its Conse-
quences on the Commercialization of Animals and their Products and by-products. March 22 to 24, 1993,

1994 - XXI Regular Meeting of COSALFA. April 14 and 15, 1994, Lima, Peru
International Seminar onthe Animal-Health Care Systems andthe Changes inthe Role of the State and the Community. April
11to 13, 1994,
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DETERMINACION DE PIROGENOS EN VACUNAS
ANTIAFTOSA OLEOSAS

P. M. COTIAS', V.M. VARELA-DIAZ? H.S. PAIM?, J.A. MESQUITA?

nstituto de Hematologia e Reagentes Sta. Catarina
Rua Pardal Mallet 26, 20270-280 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

2Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. Se efectuaron pruebas de pirogenicidad in vivo e in vitroen una serie de lotes de vacuna
oleosa antiaftosa. Los hallazgos demostraron que normalmente estos inmunégenos no son reacti-
vos en estas técnicas. Se sugiere emplear pruebas de pirégenos en aquellos casos en que se
sospechade problemas de contaminaciénbacterianaen vacunas antiaftosa, y para lacaracterizacién

de las reacciones posvacunales.

La ocurrencia de una amplia variedad de
manifestaciones clinicas después de la adminis-
tracion de distintos tipos de vacuna contra la ficbre
aftosa, a veces asociadas con estados de hipersen-
sibilidad, ha sido registrada esporadicamente a
través de los afios (2,4,9). A partir de esas
observaciones, se plante6 1a posibilidad de que, en
algunos casos, la reaccion posvacunal pudiera
resultar de la presencia de pirégenos en los
inmunégenos correspondientes. Por tanto, se estimé
que la determinacién de pirogenicidad en las
vacunas antiaftosa seria de interés por su potencial
para su inclusion entre los factores a analizar para
explicar la aparici6n de signos posvacunacion. Sin
embargo, la viabilidad de esta propuesta depende
de la demostraciéon de que estos inmundgenos
normalmente no revelen reactividad en pruebas de
pirogenos.

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

Actualmente, la pirogenicidad se evalia in
vivo ¢ in vitro mediante las pruebas de pirégenos
enconejo (/0) ylatécnica del lisado de amebocitos
deLimulus (LAL), respectivamente (/,3). LAL es
el procedimiento mas sensible para detectar
endotoxinas de bacterias gramnegativas y puede
presentar reacciones con cantidades minimas, de
alrededor de 0,0005ug de endotoxina por ml (5,6).
Ademis, laprueba de LAL es mas rapida, de menor
costo, y mas sencilla que la prueba de pirogenicidad
en conejos.

En general, se considera que una prueba de
LAL positiva es especifica para la presencia de
endotoxina bacteriana (/,3). Sin embargo, una
variedad de compuestos que no son lipopo-
lisacaridos, tales como la ribonucleasa, las
actividades del sistema de coagulacion sanguinea
de mamiferos, poli(I). poli(C) y poli(A). poli(U),
también producen reacciones positivas. Por este
motivo, el hallazgo de un resultado positivo en el
examen de una solucion desconocida debe
interpretarse con cautela (/). Por otra parte, se ha
establecido que ciertos compuestos que son piro-
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génicos en el conejo no necesariamente lo sern
también en la prueba de LAL (/).

MATERIALES Y METODOS

Se examiné una serie de vacunas antiaftosa
oleosas para determinar si estos inmunégenos no
reaccionan en pruebas de LAL y de conejos para
pirégenos. Inicialmente, se examinaron tres lotes
seleccionados al azar de vacunas elaboradas en el
Centro Panamericanode Fiebre Aftosa (OPS/OMS),
segun lodescrito (8). Posteriormente, se examinaron
otrossiete lotes de vacuna que habian sido sometidos
por empresas comerciales para control de calidad
por las autoridades de sanidad animal de Argen-
tina y Colombia, las que gentilmente las sumi-
nistraron para estos estudios.

Para la deteccion de pirogenos por LAL en
estas vacunas, los reactivos utilizados para la
prueba se adquirieron comercialmente (Whittaker
Bioproducts Inc., Walkerville MD, USA*) y el
procedimiento se efectué segin lo descrito en el
prospecto. Esencialmente, el lisado se reconstituyé
y se mezclé con partes iguales de la muestra de
vacuna. Los tubos se incubaron sin moverse a 37°C
durante una hora y se les examiné, invirtiéndolos
para detectar la formacién del gel. Diluciones
dobles del estandar de endotoxina, diluciones de
las vacunas en estudio y agua del reactivo LAL sin
alterar, sirvieron de controles.

Posteriormente, los mismos lotes de vacunas
se examinaron mediante la prueba de pirgenosen
congjos, la que se llevd a cabo esencialmente segun
lodescrito en laFarmacopea de los Estados Unidos
(10). Antes de usarse, toda la cristaleria se calentd
a 250°C durante 30 minutos para que estuviese
libre de pirgenos, y se dejé enfriar hasta alcanzar
37°C. Se emplearon grupos de tres conejos adultos
New Zealand White, todos del mismo sexo y de
aproximadamente 1.5 kg de peso.

* Lamencién de firmas comerciales o de sus productos se hace con
fines de identificacion y no implica su endoso por los autores o
sus respectivas instituciones.

Cotias et al.

Losconejos se mantuvieron individualmente
en salas especiales libres de ruidos y otras
distracciones, acondicionadas a una temperatura
uniforme de 22-26°C. El alimento se removié 12
horasantes deefectuar la prueba, perolos animales
tuvieron acceso a agua en todo momento.

Los termémetros se insertaron por via rectal
a una profundidad de 7,5 cm por lo menos, 40
minutos antes de inocular las vacunas. En ningin
conejo la temperatura fue superior a 39,8°C o
inferior a 37,5°C, ni se registraron variaciones
mayores de 1°C entre lecturasrepetidas, condiciones
que hubieran requerido descartarlos segin los
requisitos de la prueba.

Cada animal se inoculé por via endovenosa
(vena marginal de la oreja) con 0,5mi de vacuna
por kg de peso, liberdndola lentamente a fin de
suministrarla durante un intervalo de 10 minutos.
Se inocularon tres conejos con cada vacuna. Otros
animales que no fueron inoculados se examinaron
en paralelo.

Se registraron lecturas seriadas de tempe-
ratura en ocho ocasiones consecutivas, a intervalos
de una hora. Los animales se acondicionaron
previamente efectuando prucbas en blanco del
procedimiento completo, exceptuando la
inoculaci6n de las vacunas, asicomo inoculandolos
con solucion salina apirogénica.

El criterio para establecer la ausencia de
pirégenos enlas vacunas consistié en constatar que
ninguno de los animales inoculados mostré un
incremento ¢n la temperatura de 0,6°C o mayor, en
comparacién con su respectivo control térmico, o
si la suma de los tres incrementos individuales en
la temperatura no excedié 1,4°C. El registro de
valores superiores se consideré como indicativo de
la presencia de pirdgenos. En todos los casos, los
animales se examinaron clinicamente para detectar
signos de sensibilidad al inéculo.

Cabe seifalar que el procedimiento indica
que, de no cumplirse estas condiciones, la prueba
debe repetirse usando cinco conejos. Si menos de
tres de ellos presentan aumentos en la temperatura
de0,6°C omas, osi la suma de los tres incrementos
maximos no excede 1,4°C, la prueba se considera
libre de pirégenos.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados demostraron que ninguna de
las vacunas examinadas indujo una respuesta de
pirégenosen conejos, o de gelificacion en la prueba
de LAL. Estas observaciones indican que es factible
efectuar estos procedimientos en lotes de vacuna
asociados con reactividad posvacunal, a fin de
asistir en la caracterizacion de estos cuadros. Esto
parece adquirir una utilidad particular en aquellas
situaciones en que las inmunizaciones se han
llevado a cabo a partir de frascos de vacunas
parcialmente usadas que se han mantenido
almacenadas en los establecimientos problema, asi
como cuando se sospechen problemas de conta-
minacién bacteriana durante el proceso de
manufactura del inmunégeno.

La busqueda bibliografica revela que, en
algunos paises, se realizan pruebas de pirdgenos
con fines de control de calidad del producto final,
en vacunas antirrabicas para uso humano (7), asi
como en vacunas humanas de polisacarido
meningococico (6). Sin embargo, la aplicacion de
investigaciones de pirégenos en vacunas contra el
virus de la fiebre aftosa u otros agentes infecciosos
no se ha registrado para uso veterinario (5). De ahi
que la justificacion para su incorporacion como
rutina queda por demostrarse.
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*Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
P.O. Box 589; Rio de Janeiro 20001-970 » RJ, Brazil

SUMMARY. In vivo and in vitro estimates of Pyrogenicity were carried out in a series of batches of
foot-and-mouth disease (FMD) oil adjuvant vaccines. The findings showed that these immunogens
are normally non-reactive in pyrogen assays. Application of these tests is suggested when bacterial
contamination of FMD vaccines is suspected and for the characterization of postvaccinal reactions.

Throughout the years, a wide variety of clini-
cal manifestations, sometimes associated with states
of hypersensitivity, have been reported sporadi-
cally to occur in cattle after administration of foot-
and-mouth disease (FMD) vaccines (2,4,9). This
consideration suggested that, in certain cases,
postvaccinal reactivity could possibly be accounted
for in terms of the presence of pyrogens in the
respective immunogens. Consequently, the poten-
tial inclusion of estimates of pyrogenicity amongst
the factors to be analyzed when accounting for the
onset of clinical signs following FMD immuniza-
tions was contemplated. However, it also followed
that the viability of this possibility would depend
on the demonstration that these immunogens are
normally non-reactive in pyrogen tests.

Currently, pyrogenicity may be assessed both
invivo and in vitro by means of the rabbit pyrogen
test (10) and the Limulus Amoebocyte Lysate

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).
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(LAL)assay (1,3), respectively, TheLAL test is the
most sensitive tecnique for detecting Gram-nega-
tive bacterial endotoxin and it may present reac-
tions with as little as 0.0005 ug of endotoxin per ml
(3,6) It is also faster, less expensive, and simpler
than the pyrogen test in rabbits.

In general, a positive LAL test is regarded as
specific for the presence of bacterial endotoxin
(1,3). However, a variety of non-lipopolysaccha-
ride compounds, such as ribonuclease, activators
of the mammalian blood-coagulation system, poly
(1. poly (C) and poly (A). poly (U), also produce
positive reactions. It is for this reason that positive
results inunknown solutions need tobe interpreted
with care (/). On the other hand, it has also been
established that compounds that are pyrogenic in
rabbits may not necessarily be positive by the LAL
procedures (/).

MATERIALS AND METHODS

A series of FMD oil adjuvant vaccines were
examined to determine if these immunogens are



non-reactive in the LAL and rabbit tests for
pyrogens. Initially. arandomly selected lot of three
FMD oil vaccines, prepared at the Pan American
Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO) as
described (8), were tested for this purpose. Subse-
quently, seven other FMD oil vaccine lots, submit-
ted for quality control by commercial producers to
animal health authorities in Argentina and Co-
lombia (who kindly provided them for this study),
were similarly examined.

Todetect pyrogens inthese FMD vaccines by
LAL, the reagents used were acquired commer-
cially (Whittaker Bioproducts Inc., Walkerville,
MD, USA*) and the procedure was carried out as
prescribed by the manufacturers. Essentially, the
lysate is reconstituted and mixed with equal parts
of the vaccine sample. Tubes were incubated un-
disturbed at 37°C for one hour and examined for
gelation by inverting them. Twofold dilutions of
endotoxin standard, test vaccine dilutions and the
unaltered LAL reagent water were used as con-
trols.

Subsequently, the same lots of vaccines were
examined also by the pyrogen test in rabbits, which
was carried out essentially as described in the
United States Pharmacopeia (/0). Thus, all glass-
ware used was previously rendered pyrogen-free
by heating at 250°C for 30 minutes, and all vac-
cines were allowed to warm up to 37°C. Each
vaccine was inoculated into a group of three healthy
adult New Zealand White rabbits, all of which
were of the same sex and approximately 1.5 kg in
body weight.

Rabbits were housed individually in special
animal quarters free from noise and other distur-
bances and maintained at a uniform 22-26°C tem-
perature. Food was removed 12 hours prior to
performing the tests. However, animals were al-
lowed to have access to water at all times.

Forty minutes prior to injecting test vaccines,
rabbits were placed on the holding apparatus and

*Mention of commercial firms or their products is for identifica-
tion only and does not necessarily imply endorsement by the
authors or their institutions.
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thermometers were inserted into the rectum to a
depth of 7.5 cm or above. None of the rabbits
showed temperatures exceeding 39.8°C or below
37.5°C, nor varied in more that 1°C from each
other in subsequent serial readings. These condi-
tions would have required discarding the animals,
as established by the procedure.

Each animal was inoculated intravenously
(marginal ear vein), with 0.5 ml of vaccine per kg
of body weight, releasing it slowly so as to admin-
ister it completely within a 10-minute period. The
specified inoculum was injected into each of three
rabbits. Negative control rabbits receiving no vac-
cine inoculum were tested in parallel.

After inoculation, serial temperature read-
ings were recorded at one-hour intervals, on eight
consecutive occasions. Animals were conditioned
previously by performing sham trials of the whole
procedure except for administration of vaccine, as
well as by inoculating them with pyrogen-free
saline.

The criterion for establishing the absence of
pyrogens consisted in the observation that none of
the animals showed a temperature rise of 0.6°C or
more above its respective control temperature, and
that the sum of the three individual temperature
increments was not over 1.4°C. Higher values
would be classified as indicating the presence of
pyrogens. Animals were also examined clinically
after testing to determine possible signs of sensitiv-
ity to the inoculum.

It should be mentioned that the procedure
also requires that when these conditions are not
met, the test should be repeated using five rabbits.
If not more than three of them show a temperature
rise of 0.6°C or more, or if the sum of the three
maximum temperature rises does not exceed 1.4°C,
tests are considered apyrogenic.

RESULTS AND DISCUSSION

The results demonstrated that all of the FMD
oil adjuvant vaccines tested failed to induce a
pyrogenic response in rabbits, or gelation in the
LAL assay. These observations indicate the feasi-
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bility of performing these techniques on vaccine
batches associated with postvaccinal reactivity,
in order to assist in the latter’s characterization.
This seems particularly useful in those situations
in which immunizations involve partially uti-
lized vaccine bottles which had been kept stored
at problem farms, or when suspecting problems
with bacterial contaminants during the manufac-
turing process.

Search of the literature revealed that, in
some countries, pyrogen assays are carried out for
the quality control of the end-product in antirabies
vaccines for human use (7), as well as in human
meningococcal polysaccharide vaccines (6). How-
ever, we are unaware of pyrogen investigations in
FMD or other viral vaccines for veterinary use (5).
The justification for their incorporation on a
routine basis remains to be demonstrated.
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DETECCION DE SECUENCIAS GENOMICAS DEL VIRUS DE LA
FIEBRE AFTOSA MEDIANTE LA HIBRIDACION DE
ACIDOS NUCLEICOS: UN ENFOQUE PARA
EL DIAGNOSTICO DE INFECCION PERSISTENTE

LE. BERGMANN, V. MALIRAT, P. AUGE DE MELLO, I. GOMES

Cenitro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janciro, RJ, Brasil

RESUMEN. Se hadesarrollado un ensayo de hibridacién capaz de detectar secuencias genémicas
del virus de lafiebre aftosa (VFA) en muestras de cuitivos decélulas infectadas o de fluidos esofagico-
faringeos (OP). El ensayo se basaen el usode una sondamarcadade ADN complementariaalaregion
que codifica para la polimerasa del VFA. La sonda se obtuvo amplificando en E. coli un plasmido
conteniendo el fragmento de ADN complementario (cADN) a la regién de 6,3 a 7,8 kilobases del
genomadel VFA. Debido al alto grado de homologiade la secuenciade acidos nucleicos en esta parte
del genoma, fue posible la deteccién de los tres serotipos sudamericanos en un unico ensayo de
hibridacién. Los resultados positivos obtenidos con muestras de OP de animales experimentalmente
infectados extraidas a tiempos tardios de la infeccion, durante los cuales la recuperacion de virus
eraprincipalmente negativa, revelaronel considerable potencial de este método como complemento

de los procedimientos convencionales de diagnéstico de infeccién persistente.

La incidencia de la fiebre aftosa (FA) en los
paises de América del Sur ha disminuido
considerablemente debido a los programas de
erradicacion en vigencia. Algunas regiones han
alcanzado recientemente, o estan a punto de obtener,
reconocimiento internacional como libres de la
enfermedad. Bajo estas circunstancias, son de
enorme importancia los ensayos de laboratorio
que indiquen en forma confiable la presencia o
ausencia del virus en los animales y sus productos.
La disponibilidad de técnicas precisas y sensibles
es particularmente relevante debidoa la habilidad
del VFA de producir, ademas de la enfermedad

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

aguda, unainfeccion persistente, tantoen animales
inmunizados como en no inmunizados (3,7,13,
14,27-29).

E! diagnéstico de rutina de infeccion
persistente sellevaacabo poruna combinacion del
aislamiento viral a partir de fluidos esofagico-
faringeos (OP) en una linea de células susceptibles
(7, 15,25, 26) conensayos serolégicos de anticuerpos
contra el VFA (/,8,9,16,17,23). Estos procedi-
mientos pueden no rendir siempre resultados
conclusivos, en parte debido a que ¢l aislamiento
de virus a partir de fluidos OP se torna
particularmente intermitente durante las fases
tardias de la infeccién. Ha sido mostrado
experimentalmente que pueden ocurrir periodos
de hasta 200 dias entre dos recuperaciones virales
consecutivas (4, 12,19).
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La deteccion de genomas virales por medio
de hibridacion de acidos nucleicos con sondas
especificas marcadas (2/) representa un enfoque
alternativo que en parte puede superar las
potenciales limitaciones encontradas en ¢l ensayo
de infectividad (5). Con el fin de introducir la
hibridacion de 4acidos nucleicos como una
herramienta de diagndstico de infeccion subclinica
el ADN complementario (cCADN) al ARN genémico
del VFA O, Campos Br 1/58 fue clonado en el
plasmido pBR322 para su amplificacién (5). El
CADN del VFA correspondiente a la regién de 6,3
a7,8 kilobases del genoma viral (que codifica para
la polimerasa) marcado radioactivamente se usé
como sonda para detectar las secuencias blanco de
ARN.

Las muestras de ARN se desnaturalizaron a
60°C durante 15 min en formaldehido al 8,5%, 6x
SSC (1x SSC consiste en NaCl 0,15M, y citrato de
sodio 0,015M pH 7,0}y se colocaron en la membrana
de nylon pre-equilibrada en 6x SSC por medio de
un aparato de microfiltracioén para dot-blot. Los
filtros se secaron y se trataron con irradiacion UV,
La prehibridacion se llevo a cabo durante 12 h a
42°C en 4x SSC, 50% formamida deionizada, 5x
Denhardt (Ficoll 0,1%, polivinilpirrolidona 0,1%
y seroalbumina bovina 0,1%), fosfato de sodio
40 mMpH 6,5, SDS 0,1%Yy 250 pg/ml de ADN de
esperma de salmoén sonicado y desnaturalizado.

El plasmido que contenia el fragmento de
CADN de la region que codifica para la polimerasa
fue amplificado por crecimiento en E. coli y
purificado por el método de Birnboim y Dolly (6).
Elinserto de cADN se separ6 del vector plasmidico
por digestién con Pst I, y se purificé por elec-
troforesis en gel seguida de tratamiento con Gene
Clean, como describe el productor (Bio 101 Inc.,
La Jolla, CA*). La sonda se marco con 2P por
medidode“nick-translation” usando [ a—3?P]dCTP
(3000 Ci/mmol, NEN, Boston, MA*), y se purificd
por Gene Clean. Se obtuvieron actividades
especificas por encima de 10® cpm (Cerenkov)/pg
de sonda de ADN.

La hibridacion se llevo a cabo con la sonda
desnaturalizada a una concentraciéon de 10 ng
cADN/ml durante 15 henbolsas de plastico sellables
sumergidas en un bafio de agua bajo las mismas
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condiciones usadas para la prehibridacion. Los
filtros se lavaron secuencialmente 2 veces con 2x
SSC, SDS 0,1% durante 15 min a temperatura
ambiente, 2 vecescon 0,1x SSC, SDS0,1%durante
15 min a 42°C y finalmente en 0,1x SSC, SDS
0,1% durante 15 min a 55°C, hasta que no se
detecté masradioactividad en el tampén de lavado.

La especificidad de la sonda para la hibri-
dacidn se demostré mediante el uso de ARN de
célulasderifionde criade hamster BHK) infectadas
y no infectadas con VFA. Esencialmente no se
observé reactividad cuando ARN de células BHK
no infectadas se hibridé con el fragmento de cADN
clonado, marcado con*?P, que cubria la regién que
codifica para la polimerasa del VFA. En
contraposicion se observosignificativa reactividad
cuando ARN de células BHK infectadas con VFA
cepas O, Campos Br-1/58, C, Resende Br/55y A,
Cruzeiro Br-1/55 fue hibridado con la sonda de
CcADN del VFA (figura 1). Este amplio espectro de
deteccion puede explicarse por el alto grado de
homologia en la secuencia de 4cidos nucleicos
existente entre los distintos serotipos en la region
que codificaparala ARN polimerasa (20). Ademas,
no se detecto reactividad cuando preparaciones de
ARN viral previamente tratadas con 100 pg/ml de
ARNasa A durante 1 ha 37°C se hibridaron con la
sonda de cADN del VFA. Asi, una hibridacién
positiva con cADN de VFA, marcado con 2P,
correspondiente a la regién que codifica para la
polimerasa a ARN, correlaciona exclusivamente
con la presencia de ARN del VFA. Bajo las
condiciones usadas para las hibridaciones, el nivel
minimo dedeteccion fue de 2 pg de ARN purificado
de VFA (figura 1).

Para evaluar la deteccion del ARN del VFA
en fluidos OP de animales persistentemente
infectados en fases tardias, muestras de OP obte-
nidas a tiempos tardios de seis animales infectados
experimentalmente y de un bovino control no
infectado fueron analizadas por hibridacion dot-
blot. El estado persistente fue indicado por el

* Lamenciondefinmas comerciales o desusproductos es solamente
para identificacion y no constituye endoso por los autores o sus
organizaciones.
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Figura 1. Hibridacién por dot-blot del ARN
total de céluias BHK infectadas con la sonda
de cADN del VFA clonado y marcado. Las
células se infectaron con las cepas de VFA O,
Campos Br1/58 (0,C), A,,Cruzeiro Br1/55 (A,,)
o C,Resende Br/55 (C,R) a una multiplicidad
de infeccidn de 20 ufp/célula. El ARN total se
aislé6 cuando cerca del 80% de las células
exibfan efecto citopético. 1 ug (columna 1) y
0,1 pg (columna 2) fueron aplicados a la
membrana de nylon e hibridados con el
fragmento de cADN marcado con *P cor-
respondiente a la regién que codifica para la
polimerasa, como sedescribié en eltexto. Las
reactividades de referencia (+ARN VFA)
consistieron, deizquierda aderecha, de: 2 ng,
200 pg, 20 pg y 2 pg de ARN purificado de VFA,
sembrados en presencia de 1 ug de ARN total
de células BHK no infectadas. 1 ug de ARN de
células BHK no infectadas (-ARN VFA) sirvié
como control negativo. La exposicién auto-
radiografica se realizé durante 18 h a -70°C.

aislamiento ocasional de virus a partir de fluidos
OP, asi como por la presencia de anticuerpos
contra virus replicativo (4,22). Muestras de ARN
extraidas de fluidos OP que resultaban negativos
por ensayos de infectividad viral a los 532 dias
posinoculacién (DPI), se unieron a una membrana
de nylon y se incubaron con la sonda marcada
radioactivamente. Como se ve en la figura 2, el
procedimiento de dot-blot detectd secuencias virales
en los animales 1, 3, 4 y 6, mientras que no s¢
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detectd hibridacion para los otros dos animales
persistentemente infectados. Estos resultados en
los cuales muestras que no rendian virus infectivo
resultaban positivas en el ensayo de hibridacion
por dot-blot confirman observaciones previas (24)
y demuestran el valor de este procedimiento en las
etapas bien tardias de recuperacion de la infeccion
con VFA.

El significado de la deteccion de secuencias
genémicas por dot-blot en muestras que eran
negativas por ensayos de infectividad, precisa ser
clarificado. Se ha propuesto que el ensayo de dot-

ANIMAL <

@b'

CN

Figura 2. Hibridacién por dot-blot del ARN
total de fluidos OP con el cADN del VFA
marcado. Las infecciones persistentes
experimentales con la cepa O1 Campos Br1/
58 fueron establecidas como fuera descripto
(4,19). El material de OP fue colectado de los
animales experimentalmente infectados por
extraccién "probang" (27,29). El ARN de OP,
aislado usando el método de guanidina/
centrifugacién en cloruro de cesio (18), fue
posteriormente extraido 2 veces con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25-24-1 [vol/
vol])y recuperado por precipitacién con etanol.
20 pg (columna 1) y 2 ug (columna 2) del
material fueron unidos a la membrana de
nylone hibridados con lasondade VFA, como
se describié en el texto. Las filas 1 a 6
corresponden a ARN total de OP de los
diferentes animales infectados. CN. control
negativo, consisti6 de 20 pg (columna 1} y 2
pg (columna 2) de ARN total de OP de un
bovino no infectado.
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blot podria estar detectando la presencia de
mutantes virales no infectivas o de genomas
incompletos (24), los cuales, sc sabe, ocurren en
cultivos de células persistentemente infectados
(10). Alternativamente, los ensayosde infectividad
podrian estar fallando en detectar la presencia de
virus replicativo en algunos de los fluidos OP por
razones que no son claras. En todos los animales
estudiados pudo recuperarse virus infectivo en
algunas muestras OP obtenidas a tiempos mas
tardios que el muestreo tomado a los 532 DPL. Asi
la hibridacién molecular resulta til como un
ensayo complementario para detectar un riesgo
potencial con VFA infectivo, particularmenteen el
caso dela persistencia tardia, cuandoel aislamiento
de virus a partir de fluidos OP es poco frecuente.

Debe ser notado, sin embargo, que los
animales 2y 5, que eran negativos por dot-blota los
532 DPI, también revelaron virus infectivo a
tiempos mas tardios. Esto sugiere que en algunos
casos el virus estd presente en muy pequeiias
cantidades y/o que lo que se estid observando
representa una presencia temporariadel virusen la
region OP. Solo se dispone de informacién limitada
acerca del mecanismo de replicacion del virus en
la regién OP y/o de su excrecion, asi como de la
localizacion del virus en el animal durante la
persistencia (2,71,30). La hibridacion de 4cidos
nucleicos con o sin previa amplificacion de la
muestra por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)esta siendoaplicadaenel presente
como una herramienta sensible para estudiar el
mantenimiento del ARN del VFA en la regién OP
y/o supresencia potencial en otros tejidosy fluidos.
Resultados preliminares indicaron la presencia de
secuencias gendmicas viralesen las células blancas
de la sangre, asi como en otros tejidos de animales
persistentemente infectados (manuscrito en
preparacion).

Una mayor aplicacion de esta técnica se
requiere para evaluar el significado de un ensayo
de hibridacion. Hasta contar con mas informacion,
un resultado de hibridacion positivo inicialmente
deberiaacarrear laconnotacion deque el animal ha
sido expuesto al VFA, aun cuando no se puede
determinar si el acido nucleico reaccionante es
infectivo o si estd presente en niveles suficientes
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para representar un potencial riesgo epide-
miologico. Se debe tener presente que la evidencia
disponible acerca de la potencial transmisién del
animal persistentemente infectado hacia un
hospedador susceptible es tanto limitada cuanto
circunstancial.
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DETECTION OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRAL GENOMIC
SEQUENCES BY NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION:
AN APPROACH TO THE DIAGNOSIS OF PERSISTENT INFECTION

LE. BERGMANN, V. MALIRAT, P. AUGE DE MELLO, I. GOMES

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
P.O. Box 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brazil

SUMMARY. A standardized hybridization assay was developed, capable of detecting foot-and-
mouth disease viral (FMDV) genomic sequences in samples from infected cell cuitures or oesophageal
pharyngeal (OP) fluids. The assay is based on the use of a labeled DNA probe complementary to the
FMDV polymerase coding region. The probe was obtained by amplifying in E. coli a plasmid
containing the complementary DNA (cDNA) fragment corresponding to the region from 6.3 to 7.8
kilobases of the FMDV genome. Because of the high degree of nucleic acid sequence homology in
this part of the genome, detection of the three South American serotypes was possible in a single
hybridization assay. The considerable potential of this method as an adjunct to conventional
procedures for diagnosis of persistent infection was revealed by the positive results obtained with
OP fluid samples from experimentally infected cattle atlate stages of the infection, during which virus

recovery was mainly negative.

The incidence of foot-and-mouth disease
(FMD) in South American countries has decreased
considerably due to the ongoing eradication pro-
grams. Some regions have recently reached, or are
about to attain, international recognition as dis-
ease-free. Under such circumstances, laboratory
tests which reliably indicate the presence or ab-
sence of virus in livestock are of utmost impor-
tance. The availability of accurate and sensitive
techniques is particularly relevant because of the
ability of FMDV to produce, in addition to the
acute disease, a persistent infection both in
nonimmunized and in immunized animals (3,7,
13,14,27-29).
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Routine diagnosis of persistent infection is
carried out by a combination of virus isolation
from oesophageal-pharyngeal (OP) fluids in a
susceptible cell line (7,15,25,26) and serological
testing for antibodies against FMDV (1,8, 9,16,
17,23). These procedures may not always give
conclusive results, partly because virus isolation
from OP fluids becomes particularly intermitent
during the late phases of the infection. It has been
shown experimentally that periods of up to 200
days may occur between two consecutive viral
recoveries (4,12,19).

Detection of viral genomes by nucleic acid
hybridization with specific labeled probes (27)
represents an alternative approach that may par-
tially overcome potential limitations encountered
by the infectivity assay (5). In order to introduce
nucleic acid hybridization as a diagnostic tool in
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suspected subclinical infections the complemen-
tary DNA (cDNA) to the genomic RNA of FMDV
O, Campos Br 1/58 was cloned into the plasmid
pBR322 for amplification (5). Radioactively la-
beled cloned FMDV cDNA corresponding to the
region from 6.3 to 7.8 kilobases of the viral
genome (polymerase coding region) was used as
a probe to detect the target RNA sequences.
RNA samples were denatured at 60°C for 15
min in 8.5% formaldehyde, 6x SSC (1x SSC is
0.15MNaCl plus0.015 M sodium citrate pH 7.0),
and dotted onto nylon membranes pre-equili-

SDS for 15 min at 55°C, until no further radioactiv-
ity was detected in the wash buffer.

Specificity of the probe for hybridization was
shown by use of RNA from uninfected and FMDV-
infected baby hamster kidney (BHK) cells. Essen-
tially no reactivity was exhibited when RNA from
uninfected BHK cells was probed with the cloned
32p-labeled cDNA fragment that spanned the FMDV
polymerase coding region. In contrast, significant
reactivity was observed when RNA from BHK cells
infected with FMDYV strains O, Campos Br-1/58,
C, Resende Br/55 or A,, Cruzeiro Br-1/55 was

brated in 6x SSC, by means of a dot-blot
microfiltration apparatus. The filters were blotted
dry and cross-linked by UV irradiation.
Prehybridization was carried out for 12 h at 42°C
in4x SSC, 50%deionized formamide, Sx Denhardt
(0.1%Ficoll, 0.1% polyvinylpyrrolidoneand 0.1%
bovine serum albumin), 40mM sodium phosphate
pH 6.5, 0.1% SDS and 250 pg/ml of sonicated
denatured salmon sperm DNA.

The plasmid containing the cDNA fragment
from the polymerase coding region was amplified
by growth in E. coli and purified by the Birnboim
and Dolly method (6). The cDNA insert was
excised from the plasmid vector by digestion with
Pst 1, and purified by gel electrophoresis followed
by Gene Clean as described by the manufacturer
(Bio 101 Inc., La Jolla, CA*). The probe was
labeled with *?P by nick-translation using [a.—?P]
dCTP (3000 Ci/mmol, NEN, Boston, MA¥*), and
purified by Gene Clean. Specific activities of over
10® cpm (Cerenkov)/pg of probe DNA were ob-
tained.

Hybridization was performed with the dena-
tured probe at 10 ng cDNA/mlI for 15 h in heat-
sealable plastic bags immersed in a water bath
under the same conditions used for prehybri-
dization. Filters were rinsed sequentially in 2
washes of 2x SSC, 0.1% SDS for 15 min at room
temperature, 2 washes in0.1x SSC, 0.1% SDS for
15 min at 42°C, and finally in 0.1x SSC, 0.1%

* Mention in this paper of commercial firms or their products
is for identificacion only and does not constitute endorsement
by the authors or their organizationes.

hybridized with the FMDV cDNA probe (figure 1).

+FMDV RNA
- FMDV RNA

Figure 1. Dot-blot hybridization of labeled
cloned FMDV cDNA to total RNA from BHK-
infected cells. Cells were infected with FMDV
strains O, Campos Br 1/58 (O,C), A,, Cruzeiro
Br1/55 (A,,) or C, Resende BR/55 (C,R) at a moi
of 20 pfu/cell. Total RNA was isolated when
about 80% of the cells exhibited cytopathic
effect. 1 yg (column 1) and 0.1 pg (column 2)
were applied to a nylon membrane and hybrid-
ized with the 32P-labeled cDNA fragment corre-
sponding to the polymerase coding region as
described in the text. Reference dots (+FMDV
RNA) consisted, from left to right, of 2 ng, 200
pg, 20 pg and 2 pg of purified FMDV RNA strain
0,C, loaded in the presence of 1 ug of total
uninfected BHK cell RNA. 1 pg of uninfected
BHK cell RNA (-FMDV RNA) served as a nega-
tive control. Autoradiographic exposure was
at -70°C for 18 h,

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993



138

This broad detection spectrum can be explained by
the high degreee of nucleic acid sequence homol-
ogy shared among the different serotypes in the
RNA polymerase coding region (20). Moreover,
no labeling was detected when viral RNA prepara-
tions, previously treated with RNase A at 100 ng/
ml for 1h at 37°C were hybridized with the FMDV
CDNA probe. Thus, a positive hybridization with
*2P-labeled FMDV cDNA corresponding to the
region coding for the RNA polymerase, correlates
exclusively with the presence of FMDV RNA.
Under the conditions used in the hybridizations,
the minimum level of detection was 2 pgof purified
FMDV RNA (figure 1).

To evaluate detection of FMDV RNA in OP
fluids from late persistently infected animals, OP
samples obtained from six experimentally infected
cattle at late stages and from an uninfected control
animal were analyzed by dot-blot hybridization.
The persistent status was indicated by occasional
isolation of virus from OP fluids, as well as by the
presence of antibodies against replicating virus
(4,22). RNA samples extracted from OP fluids
which were found to be negative by virus infectiv-
ity tests at 532 days postinoculation (DPI), were
dotted on a nylon membrane and incubated with
the radioactively labeled probe. As shown in fi gure
2, the dot-blot procedure detected viral RNA se-
quences in animals 1, 3, 4 and 6, whereas no
hybridization was found for the other two persis-
tently infected cattle. These results, in which
samples did not yield infectious virus, but were
positive in the dot-blot hybridization assay, con-
firm previous observations (24), and demonstrate
the value of the procedure in the very late stages of
recovery from FMD infection.

The implication of detection of genomic
sequences by dot-blot in samples that were nega-
tive by infectivity assays needs tobe clarified. It has
been proposed that the dot-blot test could be detect-
ing the presence of non-infectious viral mutants or
incomplete genomes (24), which are known to
occur in persistently infected cell cultures 10).
Alternatively, infectivity assays may be failing to
detect replicating virus in some of the OPfluids, for
reasons which are not clear. In all the animals
studied, infective virus could be recovered from

Bergmann et al.

Figure 2. Dot-blot hybridization of total RNA
from OP fluids to labeled cloned FMDV cDNA.
The experimental persistent infections with
strain O, Campos Br-1/58 were established as
described (4,19). OP material was collected by
probang extraction (27,29). The OP RNA iso-
lated using the guanidinium/cesium chioride
centrifugation method (18) was then extracted
twice with phenol-chloroform-isoamyl alco-
hol (25-24-1 [volivol]), and recovered by etha-
nol precipitation. 20 pug (column 1) and 2 pg
(column 2) of the material were dotted onto a
nylon membrane and hybridized to the FMDV
probe as described in the text. Rows 1 to 6
correspond to total OP RNA from the different
infected animals. NC. negative control, con-
sisted of 20 ug (column 1) and 2 Hg (column 2)
of total OP RNA from an uninfected animal.

some OP samples obtained afier the sampling
taken at 532 DPI. Therefore it seems that molecu-
lar hybridization is useful as a complementary test
to detect a potential risk with infective FMDV,
particularly in the case of late persistence when
virus isolation from OP fluids is infrequent.

It should be noted, however, that animals 2
and 5, which were dot-blot negative at 532 DPI,
alsorevealed infective virus later on. This suggests
thatin some cases, the virus is present in very small
quantities, and/or that what is being observed
represents a temporary presence of the virus in the
oropharynx. Only limited information is available



on the mechanism of virus replication in the OP
region and/or its excretion, as well as on the
location of the virus in the animal during persis-
tence (2,11,30). Nucleic acid hybridization, with
or without prior amplification of the sample by the
polymerase chain reaction (PCR) method, is pres-
ently being used as a sensitive tool to study the
maintenance of FMDV RNA in the OP region,
and/or its potential presence in other tissues and
fluids. Preliminary results indicated the presence
of viral genomic sequences in white blood cells as
well as in other tissues of persistently infected
animals (manuscript in preparation).

Further application of this technique is re-
quired to evaluate the significance of a hybridiza-
tion test. Until more information is known, an
initial positive hybridization result should carry
the connotation that the animal has been exposed
to FMDV, even though it cannot be determined
whether the reacting nucleic acid is infectious or
present in sufficient levels to represent a potential
epidemiological hazard. It should be born in mind
that the evidence available on the potential trans-
mission from a persistently infected animal to a
susceptible host, is both limited and circumstan-
tial.
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CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE CEPAS
DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA, SEROTIPO O,
AISLADAS A PARTIR DE BROTES OCURRIDOS ENTRE
1958 Y 1983 EN BRASIL Y ARGENTINA

V. MALIRAT, L.E. BERGMANN, A. ALONSO, P.J.V. PEREIRA, M.A.A. BOLLER

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. La caracterizacion genética de cepas del virus de la fiebre aftosa representativas de
brotes importantes del serotipo O, ocurridos entre 1958 y 1983 en el sudeste de Brasil y el centro-
este de Argentina, fue obtenida usando mapas de oligonucleétidos resistentes a T,. Los resultados
obtenidos constituyen la base de un banco de datos para ser aplicado en estudios epidemiolégicos.

El control de la fiebre aftosa (FA) en regiones
endémicas se ve comprometido por la considerable
variabilidad de este virus (/6), la cual es responsable
por su compleja serologia. Existen siete tipos
inmunolégicamente diferentes del VFA: O, A, C,
SAT-1, SAT-2, SAT-3y Asia-1 (22), cadauno de
los cuales comprende un numero siempre en
aumento de subtipos (21,24).

En Américadel Sur, la vigilancia continua de
lasituacion enel campo para detectar el surgimiento
de nuevas variantes, se encuentra limitada
basicamente a los ensayos serologicos clasicos (3).
Debido a que estos métodos no proporcionan datos
definitivos acerca de las relaciones entre cepas de
brotes individuales, las fuentes a partir de las
cuales se esta diseminando la infeccion pueden ser
dificiles de identificar. Dicha informacién se torna
mas relevante en vista del éxito de los programas

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS).

de erradicaciéon vigentes en los paises suda-
mericanos.

En contraposiciona los ensayos serologicos,
las técnicas moleculares tales como el fingerprint-
ing de oligonucleotidos resistentes a ARNasa T,
(10,14) o el secuenciamiento rapido (23), que
analizan la estructura genética primaria del virus,
permiten una medida mas precisa del grado de
relacién entre cepas virales, constituyéndose en
unavaliosa herramienta epidemiologica para seguir
¢l comportamiento de las cepas en el campo.

El analisis por fingerprinting ha sido
especialmente Util para estudiar relaciones evo-
lutivas entre cepas semejantes (12,13,15,18,25).
Inclusive, su aplicacién diagnéstica ha sido
claramente demostrada para el VFA. De hecho, ha
sido utilizado para determinar que existen
relaciones cercanas entre la mayoria de las cepas
europeas de campo y las vacunales (11, 17).

Para las cepas sudamericanas, se han
registrado los mapas T, de los virus prototipo
usados actualmente en la produccion de vacunas
(5,9), y por medio de ellos se ha establecido

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59:141-146, 1993
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heterogeneidad dentro de una de estas cepas (26).
También fueron registrados mapas T, de virus
subtipo C, aisladosen Argentina entre 1981 y 1986
(7). El presente informe extiende este anlisis a
varias cepas de brotes de campo relevantes del
serotipo O que ocurrieron entre 1958 y 1983 en
Argentina y Brasil.

Las cepas virales, obtenidas de 1a coleccién
del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, fueron
pasadas en cultivos en monocapa de células de
rifién de cria de hamster, el nimero minimo de
veces necesario para proveer ARN suficiente para
losandlisis. En lamayoriade los casosesto involucré
tres o cuatro pasajes a partir del material de campo,
sin previo clonado por plaqueo. La preparaci6n del
ARN marcado con *?P a partir del citoplasma de
células infectadas sellevé acabo comofue descripto
anteriormente (5). El método usado para la
separacion de los oligonucledtidos resistentes a T,
fue una modificacién de técnicas anteriores y se
realizé como fuera descripto (8).

Fueronestudiados seisaislamientos represen-
tativos de diferentes episodios ocurridos durante
un periodo de veinticinco afios, en el sudeste de
Brasil y el centro-este de Argentina. Estos fueron
obtenidos de animales infectados en las localidades
y fechas indicadas en el cuadrol. Las compara-
ciones serologicas de estas muestras entre si
establecieron un amplio espectro de relaciones que
no eran proporcionales al tiempo transcurrido
entre los aislamientos (figura 1). Esto se ve en la
relativa similitud del virus O, C/58con el O, Arg/
77y el O, Iri/83 aislados con 19y 25 aﬂos de
diferencia, respectxvamente ylamarcadadiferencia
entre las cepas O, Cas/67 y O, Br/70, recuperadas
con tres afios de diferencia.

Enlafigura2 se presentan los fingerprints de
los ARNS de estos seis virus. La figura 3 muestra
una representacion esquematica de las diferencias
entre cada unode ellos y la cepa temprana 0,C/s8.
Estas comparaciones revelaron padrones que
diferian en varias manchas, excepto para el virus

Cuadro 1. Cepas representativas del VFA, aisladas en Argentinay

Brasil entre 1958 y 1983

Cepa Origen Fecha de aislamiento

Localidad, Provincia, Pais (Mes/Afio)
0, C/58 Campos, Rio de Janeiro, Brasil 01/1958
O, Cas/67 Caseros, Buenos Aires, Argentina 01/1967
O, Br/70 Bagé, Rio Grande do Sul, Brasil 09/1970
O, Arg/77  No registrado, Argentina 1111977
O, Br/80 Dom Pedrito, Rio Grande do Sul, Brasil 06/1980
O, Iri/83 Hipélito Irigoyen, Buenos Aires, Argentina 09/1983
Abreviaciones:

O, C/58, 0, CamposBr 1/58,0, Cas/67,0 , Caseros-Arg 2/67, 0, Br/70, O, RS Brasil/

70 0, Arg/77 0, Argent1na/77 0, Br/80 O, RS Brasil/80, O Iri/83, O

Argentma183

Malirat et al.
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04C/58 01Cas/67 01Br/70
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Figura 1. Analisis serolégico de los virus indicados. Las relaciones serolégicas se estudiaron por
ensayo de fijacién del complemento al 50% de hemdlisis (CF) con los siguientes sueros: A, O, C/58;

B, O, Cas/67; C, O, Br/70; D, O, Arg/77; E, O, Br/80; F, O, Iri/83

Figura 2. Mapas bidimensionales de oligonucleétidos resistentes a ARNasa T, del ARN marcado
con *?P de las cepas correspondientes
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O, Arg/77, que mostro un mapa T, bastante similar
al de la cepa temprana, con solamente cuatro
manchasadicionales y cuatro faltantes. Los valores
deducidos a partir de la figura 3, calculados como
se informé previamente (20), indicaron que la
homologia genética fue siempre mayor al 96% (O,
Cas/67,96,2%; O, Br/70, 96%; O, Arg/77,99,3%;
O, Br/80, 96,5% y O, Iri/83, 96,2%), que cae
dentro del intervalo esperado en ¢l cual es posible
comparar las variaciones de los mapas T, de
diferentes ARNSs (7).

Asi como se observdcon losdatos serologicos,
el grado de variacion no fue proporcional al tiempo
transcurrido entre aislamientos. Inclusive, no parece
haber acumulacién de oligonucleétidos variantes
en aislamientos consecutivos. Los resultados de la
secuencia de nucledtidos permitieron extraer
conclusiones semejantes (/8).

Estos padrones de variacion sugieren que los
aislamientos de campo podrian representar
fluctuaciones de poblaciones heterogéneas, con
una gama de relaciones que van desde cercanas
hasta distantes de la secuencia consenso. Estas
poblaciones podrian evolucionar independiente-
mente unas de otras y serian seleccionadas bajo
ciertas condiciones epidemiologicas. En el caso
del virus O, Arg/77, una explicacion alternativa
también podria ser la reintroduccién accidental de
virusvacunales en el campo, como hasido sugerido
para varias cepas causantes de brotes en Europa
6,11).

A partir de los datos presentados, es claro
que, en contraste con la situacion en Europa, los
aislamientos de VFA en América del Sur mostraron
una considerable diversidad genética. Resultados
semejantes han sido demostrados entre aislamientos
de campo del tipo C, representativos de brotes en
Argentina (7), del tipo O en Peni, Colombia y
Venezuela (Malirat ycol., manuscritoen preparacion)
y en otras regiones endémicas (4,19).

En general, las diferencias enlos mapas T, se
asocian con los cambios antigénicos, revelados por
fijacion del complemento (figura 1), y por la
reactividad en una prueba ELISA con un panel
seleccionado de anticuerpos monoclonales (2). Sin
embargo, considerando la alta precision de la
caracterizacion molecular por fingerprinting, es
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util incluir esta informacién en un banco de datos
decepasdel VFA actuantes en Américadel Sur. La
misma favorecera futuros estudios epidemioldgicos
acerca de la diseminacién y mantenimiento del
VFA en esta region.

REFERENCIAS

1. AARONSON, R.P., YOUNG, JF., PALESE, P.
Oligonucleotide mapping: evaluation of its sensi-
tivity by computer-simulation. Nucl. Acids. Res.,
10:237, 1982.

2.  ALONSO, A., GOMES, MP.D., RAMALHO,
A K., ALLENDE, R.,, BARAHONA, H,,
SONDAHL, M.S., OSORIO, F.A. Characteriza-
tion of foot-and-mouth disease virus by mono-
clonal antibodies. Viral Immunology, 6 (3): 219-
228, 1993.

3. ALONSO, A., GOMES, 1, SONDAHL, M.S.
Serological and immunological relationships
among type A foot-and-mouth disease strains in
South America. Develop. Biol. Standard., 35:
231-235,1977.

4. ANDERSON, E.C., UNDERWOOD, B.O,,
BROWN, F. Variation in foot-and-mouth disease
virus isolates in Kenya: an examination of field
isolates by T, oligonucleotide fingerprinting. Ver.
Microb., 10: 409423, 1985.

5. AUGE DE MELLO, P., CASAS OLASCOAGA,
R., COSTA GIOMI, M.P., ALONSO
FERNANDEZ, A., SCODELLER, E.A., LA
TORRE, J.L., BERGMANN, LE. RNA finger-
printing of South American prototype aphtovirus
strains. Vaccine, 4 (2): 105-110,1986.

6. BECK,E., STROHMAIER, K. Subtyping of Eu-
ropean foot-and-mouth disease virus strains by
nucleotide sequence determination. J. Virol., 61
(5): 1621-1629, 1987.

7. BERGMANN, 1E., TIRABOSCHI, B,
MAZZUCA, G., FERNANDEZ, E,
MICHAILOFF, C.A., SCODELLER, E.A., LA
TORRE, J.L. Serological and biochemical analy-
sis of foot-and-mouth disease virus (serotype C,)
isolated in Argentina between 1981 and 1986.
Vaccine, 6 (3): 245-252, 1988.

8. BERGMANN, LE., TIRABOSCHI, B.H.,
BOLLER, M.A.A,, MALIRAT, V., PEREIRA,
P.J.V., AUGE DE MELLO, P. Desarrollo de un
método mas simple y rapido para el analisis
bidimensional de oligonucledtidos del virus de la

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993



146

10.

1L

12.

13.

14.

15.

16.

fiebre aftosa: minifingerprint de ARN./Develop-
ment of a more rapid and simple procedure for
two-dimensional oligonucleotide analysis of foot-
and-mouthdisease virus: RNA minifingerprinting.
Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 55: 3542,
1989.

BERGMANN, LE., MALIRAT, V., PEREIRA,
P.J.V. Caracterizacién molecular de cepas del
virus de la fiebre aftosa usadas para la produccién
de vacunas en Sudamérica./Molecular character-
ization of foot-and-mouth disease virus strains
used for vaccine production in South America.
Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 58: 109-127,
1992.

BISHOP, D.H.L. The application of RNA finger-
printing and sequencing to viral diagnosis. Cur.
Top. Microbiol. Immunol., 104: 259, 1983.
CARRILLO, C., DOPAZO, J., MOYA, A.,
GONZALEZ, M., MARTINEZ, MA., SAIZ,
J.C.M., SOBRINO, F. Comparison of vaccine
strains and the virus causing the 1986 foot-and-
mouth disease outbreak in Spain: epizootiologi-
cal analysis. Virus Research, 15: 45-56, 1990,
CLEWLEY, J.P.,BISHOP,D.HL.,KANG,C.Y.,
COFFIN, J., SCHNITZLEIN, W.M.,
REICHMANN, M E., SCHOPE, B.E. Oligonucle-
otide fingerprints of RNA species obtained from
rhabdoviruses belonging to the vesicular stomatitis
virus subgroup. J. Virol., 23: 152-166, 1977.
CLEWLEY, JI.P.,GENTSCH, J.,BISHOP,D.H.L.
Three unique viral RNA species of snowshoe hare
and La Crosse bunyaviruses. J. Virol., 22: 459-
468, 1977.

CLEWLEY, J.P., BISHOP, D.H.L. Oligo-
nucleotide fingerprinting of viral genomes. In:
New Developments in Practical Virology. New
York, Ed. Howard C., 1982. p. 231.
COELEN,R.J.,, MACKENTZIE, J.S. Genetic varia-
tion of Murray valley encephalitis virus. J. gen.
Virol., 69: 1903-1912, 1988.

DOMINGO, E., MATEU, M.G., MARTINEZ,
M.A., DOPAZO, J., MOYA, A., SOBRINO, F.
Genetic variability and antigenic diversity of foot-
and-mouth disease virus. In; KURSTAK, E.,
MARUSTK, R.G., MURPHY, F.A., VAN
REGENMORTEL, M.H.V. (Eds.). Applied Vi-
rology Research. New York, Plenum, 1990. v. 2,
p. 233-266.

17.

18.

19.

20.

21

22.

23.

24.

25.

26.

KING, AM.Q., UNDERWOOD, B.O.,
MCCAHON, D., NEWMAN, J.W., BROWN, F.
Biochemical identification of viruses causing the
1981 outbreak of foot-and-mouth disease in UK.
Nature, 293: 479-480, 1981.

MALIRAT, V., AUGE DE MELLO, P.,
TIRABOSCHI, B., BECK, E., GOMES, I,
BERGMANN, LE. Genetic variation of foot-and-
mouth disease virus during persistent infection in
cattle. Virus Research, 34 31-48, 1994,
MARTINEZ,M.A.,DOPAZO,]., HERNANDEZ,
J., MATEU, M.G., SOBRINO, F., DOMINGO,
E., KNOWLES, N.J. Evolution of the capsid
protein genes of foot-and-mouth disease virus:
antigenic variation without accumulation ofamino
acid substitutions over six decades. J. Virol., 66
(6): 3557-3565, 1992.

NAKAJIMA, K., DESSELBERGER, U.,
PALESE, P. Recent human influenza A (HIN1)
viruses are closely related genetically to strains
isolated in 1950. Nature, 274: 334-339, 1978.
PEREIRA, H.G. Antigenic variation in relation to
epidemiology and control of foot-and-mouth dis-
ease. Br. Vet. J., 138: 58-62, 1978.

PEREIRA, H.G. Foot-and-mouth disease. In:
GIBBS, E.P.J. (Ed.) Virus disease of food ani-
mals. New York, Academic Press, 1981. v. 2. p-
333-363.
ROWLANDS,D.J.,CLARKE,D.E.,CARROLL,
AR.,BROWN,F.,NICHOLSON, B.H.,BITTLE,
J.L.,HOUGHTEN, R .A.,LERNER, R A. Chemi-
cal basis of antigen variation in foot-and-mouth
disease virus. Nature, 306: 694-697, 1983.
RWEYEMAMU, M.M. Antigenic variation of
foot-and-mouth disease: studies based on the
virus neutralization reaction. J. Biol. Stand., 12:
323-337, 1984,

TRENT, D.W., GRANT, J.A., ROSEN, L.,
MONATH, T.P. Genetic variation among Den-
gue 2 viruses of different geographic origin. Vi-
rology, 128: 271-284, 1983,

TRINIDAD, J.J., MALIRAT, V., BERGMANN,
LE. Heterogeneidad entre tres cepas del virus de la
fiebre aftosa, subtipo A, Cruzeiro usadas para la
produccién de vacunas./Heterogeneity among three
foot-and-mouth disease subtype A,, Cruzeiro virus
strains used for the production of vaccines. Bol.
Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 58: 71-86, 1992.



147

SEROLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
FOOT-AND-MOUTH DISEASE SEROTYPE
O VIRUSES ISOLATED FROM OUTBREAKS IN BRAZIL
AND ARGENTINA BETWEEN 1958 AND 1983

V. MALIRAT, LE. BERGMANN, A. ALONSO, P.J.V. PEREIRA, M.A A. BOLLER

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
P.O. Box 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brazil

SUMMARY. Genetic characterization of representative foot-and-mouth disease virus strains from
major serotype O outbreaks which occurred between 1958 and 1983 in southeastern Brazil and
centraleastern Argentina was obtained using T, maps. The results presented constitute the basis for
a data bank to be applied in epidemiological studies.

Control of foot-and-mouth disease (FMD) in
endemic regions is compromised by the consider-
able variability of the virus (/6), which is respon-
sible for its complex serology. FMDV exists in
seven immunologically different types: O, A, C,
SAT-1, SAT-2, SAT-3 and Asia-1 (22), each of
which comprises an ever-increasing number of
subtypes (21,24).

In South America, continuous surveillance
of the field situation for the emergence of new
variants is basically limited to classical serological
assays (3). Since these methods do not provide
definitive data on the relationships among indi-
vidual outbreak strains, the sources from which the
infection is spreading may be difficult to trace.
Such information becomes more relevant in view
of the success of eradication programs in progress
in South American countries.

Reprint requests to:
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO).

In contrast to serological assays, molecular
approaches, such as RNA fingerprinting (/0,/4)
and rapid sequencing (23), which analyze the
primary genetic structure of the virus, allow a more
precise measurement of the degree of relationship
among viral strains, constituting a valuable epide-
miological tool to follow the behavior of strains in
the field.

Oligonucleotide fingerprinting has been es-
pecially useful to study the evolutionary relation-
ships among closely related strains (12,13,15,18,
25). Furthermore, its diagnostic application has
been clearly demonstrated for FMDV. In fact, it
has been applied to determine close relationships
between most European field and vaccine viruses
(11,17).

For South American strains, RNase T, maps
of the prototype viruses used presently for vaccine
production were registered (5,9), and heterogene-
ity was established within one of these strains (26).
Moreover, the T, maps of subtype C, viruses iso-
lated in Argentina between 1981 and 1986 were

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59:147-152, 1993
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also recorded (7). The present report extends this
analysis to several relevant outbreak field strains of
serotype O which occurred between 1958 and 1983
in Argentina and Brazil,

Viral strains obtained from the Pan Ameri-
can Foot-and-Mouth Disease Center collection
were passaged in baby hamster kidney cell mono-
layer cultures to the minimal extent needed to
provide RNA for analysis. In most cases, this
involved three to four passages from ficld material,
without using virus plaque purification methods.
Preparation of 3?P-labeled RNA from the cyto-
plasm of infected cells was as reported before (5).
The method of separation of T, oligonucleotides
used was a modification of earlier techniques, and
was performed as described (8).

Six isolates representative of different epi-
sodes which occurred over a twenty five-year pe-

riod in southeastern Brazil and centraleastern
Argentina were studied. These were obtained from
infected animals at the locations and dates indi-
cated in table 1. Serological comparisons of these
samples among themselves established a wide
spectrum of relationships which were not propor-
tional to the time elapsed between isolations (fig-
ure 1). This is shown by the relative similarity of
virus O, C/58 with O, Arg/77 and O, Iri/83,
isolated 19 and 25 yearsapart, respectively, and the
marked difference between strains O, Cas/67 and
O, Br/70, recovered three years apart.

Figure 2 shows the fingerprints from the
RNAs of these six viruses. A schematic represen-
tation of the differences between them and the
early strain O, C/58 is presented in figure 3. These
comparisons revealed patterns which varied in
many spots, except for virus O, Arg/77, which

Table 1. Representative FMDV strains isolated in Argentina and

Brazil between 1958 and 1983

Strain Origin Date of isolation
designation County, State, Country (Month/Year)
O, C/58 Campos, Rio de Janeiro, Brazil 01/1958
O, Cas/67 Caseros, Buenos Aires, Argentina 01/1967
O, Br/70 Bagé, Rio Grande do Sul, Brazil 09/1970
O, Arg/77 Unrecorded, Argentina 11/1977
O, Br/80 Dom Pedrito, Rio Grande do Sul, Brazil 06/1980
O, Iri/83 Hipolito Irigoyen, Buenos Aires, Argentina 09/1983
Abbreviations:

O, C/58, O, Campos Br 1/58; O, Cas/67, O, Caseros-Arg 2/67; O, Br/70, O, RS Brazil/
70, O, Arg/77, O, Argentina/77, O, Br/80, O, RS Brazil/80, O, Iri/83, O, Irigoyen

Argentina/83.

Malirat et al.
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04C/58 01Cas/67 01Br/70

A B [ D E F

01Br/80 041ri/83

CF(x)

seum A B C DO E F A B C D E F A B C D E F
Figure 1. Serological analysis of the indicated viruses. Serological relationships were performed by
complement fixation test at 50% hemolysis (CF) with the following sera: A, O, C/58; B, O, Cas/67; C,
0O, Br/70; D, O, Arg/77; E, O, Br/80; F, O, Iri/83

Figure 2. RNase T1 two-dimensional maps of 2p.|abeled RNA of the corresponding strains
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showed a T, map quite similar to that of the early
strain, with only four additional and four missing
spots. Values deduced from figure 3, calculated as
reported previously (20), indicated that the genetic
homology was always over 96% (O, Cas/67, 96.2%;
O, Br/70, 96%; O, Arg/77, 99.3%; O, Br/80,
96.5% and O, Iri/83, 96.2%), falling within the
expected range in which T, map differences of
various RNA(s) may be compared (/).

In agreement with the serological data, the
degree of variation did not correlate with the time
elapsed betweenisolations. Moreover, there seemed
to be no accumulation of variant oligonucleotides
among the consecutive isolates. Similar conclu-
sions could be drawn from nucleotide sequencing
results (/8).

Such patterns of variation suggest that the
outbreak strains are likely to represent fluctuations
of heterogeneous populations, with close to distant
relationships to the consensus sequence. These
populations may evolve independently from each
other and may be selected under certain epidemio-
logical situations. In the case of virus O, Arg/77 an
alternative explanation could also be the acciden-
tal reintroduction of vaccine viruses in the field, as
was suggested for many European outbreak strains
6,11).

From the data presented, it is clear that, in
contrast to the situation in Europe, FMDYV isolates
in South America showed considerable genetic
diversity. Similar results have been demonstrated
among field isolates of type C representative of
outbreaks in Argentina (7), of type O in Peru Colom-
bia and Venezuela (Malirat et al., manuscript in
preparation), and in other endemic regions (4, 19).

Overall, T, map differences were associated
with antigenic variations, as revealed by comple-
ment fixation (figure 1), and by their reactivity in
an ELISA test with a selected panel of monoclonal
antibodies (2). However, considering the high
precision of molecular characterization by finger-
printing, the information is useful for inclusion in
a data bank for FMDV strains acting in South
America. This will favor future epidemiological
studies on the maintenance and spread of FMD
in this region. :
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ENFOQUES MOLECULARES PARA EL DIAGNOSTICO
EN LABORATORIO DE LA INFECCION PERSISTENTE CON
EL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA: REVISION

LE. BERGMANN, V. MALIRAT

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. Sedescribennuevos enfoques para mejorarlos métodos de identificacién de infecciones
persistentes con el virus de la fiebre aftosa (VFA). Los mismos consistieron en la deteccién de
fragmentos genémicos especificos del VFA en muestras obtenidas de la regi6n esofagico-faringea
por medio de técnicas de hibridacién, aplicadas con o sin previa amplificacién del material mediante
lareaccién en cadena de la polimerasa. Asimismo, paralaidentificacién de anticuerpos especificos
contra el VFA, indicativos de replicaci6n viral, se llevé a cabo el desarrollo de un método
inmunoenzimético altamente sensible y especifico basado en el uso como sondas serolégicas de
antigenos no estructurales purificados del VFA, obtenidos por técnicas de ADN recombinante.

La habilidad que tiene el virus de la fiebre
aftosa (VFA) de establecer infecciones subclinicas
en ciertos hospedadores, como bovinos y otros
rumiantes (5,8,15,18,39-41), tiene gran impor-
tancia para los programas de prevencién, control
yerradicacidndelaFA. Eneste sentido, 1a deteccion
de replicacién del VFA en animales que no
manifiestan sintomas de la enfermedad es tan
relevante como el diagndstico de infeccion aguda.

La identificacion de animales con infeccién
persistente del VFA serealiza actualmente a través
de la deteccion de anticuerpos contra el (los)
antigeno(s) asociado(s) ala infeccién viral (VIAA)
mediante el ensayo de inmunodifusién en gel de
agarosa (IDGA) (1,10,11,21,26,30), y del
aislamiento del virus en cultivo de células a partir
del material de fluido esofagico-faringeo (OP) (8,
20,36,38). Sinembargo, estos métodos no siempre
llevan a resultados conclusivos. Se ha establecido
experimentalmente que la identificacién de anti-
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cuerpos anti VIAA no siempre se correlaciona con
la recuperacién de virus a partir de fluido OP.
Asimismo, la deteccién del estado persistente
durante las fases tardias de la infeccion fue posible
soloen rarasoportunidades. El virus se recuperd de
muestras OP solo ocasionalmente, y la baja
sensibilidad del ensayo de IDGA no permitié la
identificacion de anticuerpos anti VIAA 6,14).

Los programas en vigencia para la
erradicacion hemisférica de la FA, basados en la
regionalizacién por ecosistemas y flujos
comerciales, tienen entre sus principales objetivos
la identificacion, preservacién y ampliacion de
areas libres de la enfermedad. El rapido progreso
de estos programas, especialmente en la Cuenca
del Plata, enfatiza la necesidad de contar con
métodos répidos ¢ inequivocos que permitan
demostrar con mayor confiabilidad la ausencia de
actividad viral.

Las técnicas de genética molecular han
provisto herramientas poderosas para definir
nuevos procedimientos para el diagnéstico de una
posible infeccidn subclinica. Esta revisién enfocars
las estrategias que se han llevado a cabo hasta el
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presente para mejorar los métodos de
identificacion de infecciones persistentes
de VFA.

CLONADO MOLECULAR DEL
cADN OBTENIDO POR
TRANSCRIPCION REVERSA
DEL ARN DEL VFA

Un requisito fundamental para la
introducci6n de nuevas herramientas de
diagnostico de infeccion subclinica con
el VFA, fue el clonado molecular del
ARN monocatenario del virus. Esta
técnica consiste basicamente en la
insercién de un fragmento de ADN
exdgeno en un plismido bacteriano
(pedazo de ADN externo al cromosoma
bacteriano) el cual contiene un gen de
resistencia a un antibiético, la intro-
duccién de dicho plasmido en una bac-
teria, y posteriormente la seleccion por
medio del antibiético de aquellas células
que s¢ tornaron resistentes al mismo.
Las bacterias que contienen el plasmido @
que lleva el ADN exégeno, en nuestro
caso VFA, son faciles de identificar, si
este ultimo es clonado en el medio de un
gen de resistencia a un segundo
antibidtico, destruyendo su actividad.
Estos plasmidos van a conferir
resistencia al primero de los antibidticos,
pero no al segundo, permitiendo asi la
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(figura 1).

Para clonar las secuenciasdel ARN
del VFA, debe sintetizarse primero una copia de
ADN complementario al ARN (VFA-cADN). Una
vez que la secuencia de VFA-cADN de interés se
ha clonado en un plasmido, se pueden obtener
grandes cantidades del mismo creciendo los cultivos
bacterianos y, subsecuentemente, purificando el
ADN plasmidico del ADN cromosomal. Esto
proporciona cantidades abundantes del cADN,
paraserusado como sonda molecular para detectar
secuencias genémicas del VFA en ensayos de
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en un plasmido.

hibridacién. Ademas, la coleccién de distintos
fragmentosdeVFA-cADNclonados,quecodiﬁcan
paraproteinas virales especificas, pueden insertarse
en plasmidos bacterianos de expresion, y de esta
manera la proteina seleccionada puede ser
producida y purificada del lisado bacteriano. Asi
pueden obtenerse sondas seroldgicas por
bioingenieria.

El ARN monocatenario correspondiente al
genoma del VFA fue clonado en el plasmido
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Figura 2. Estrategia de
clonado del VFA-cADN. El
ARN poliadenilado, puri-
ficado, sirvié como
templado para la sintesis
delaprimeracadenade ADN
complementario (cADN),
usando oligo (dT),, ,, como
iniciador, y transcriptasa
reversa. La cadena de ARN
del hibrido ARN-cADN fue
degradada mediante
digestion alcalina. Por
medio de un gradiente
alcalino, el cADN se separ6
en tres fracciones de
distintos tamaiios, a (2000-
4000 bases), b (4000-6000
bases) y c (6000-8000
bases). La sintesis de la
segunda cadena, a partir de
cada una de las fracciones,
se realizé mediante la ADN
polimerasa I, luego se
agregaron pequeiias
concentraciones de
nucleasa S1 para clivar la
estructura de horquilla
resultante. El cADN doble-
cadena fue terminalizado
con homopolimeros de
aproximadamente 10 a 1§
residuos de dCMP, usando
deoxinucleotidil trans-
ferasa terminal. Posterior-
mente, el vector plasmidico
PBR322 (el cual contiene un
gen de resistencia a
ampicilina y otro a
tetraciclina) se terminaliz6
con residuos de dGMP,
previalinearizaciéncon Pst
I, en el sitio de resistencia
a ampicilina y se anillé con
el oligo(dC)-cADN doble-
cadena. Este cADN recom-
binante se usé para
transformar Escherichia
coli HB101. Los clones
tetraciclina resistentes y
ampicilina sensibles se
seleccionaron por hibri-
dacién en colonia. Amp*:
sitio de resistencia a
ampicilina. Tet®: sitio de
resistencia a tetraciclina.
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PBR322 como se esquematiza en la figura 2. Se
obtuvieron clones que cubrian toda la region
codificante del genoma.

EL VFA-cCADN CLONADO COMO UN
REACTIVO DE DIAGNOSTICO PARA LA
DETECCION DEL VFA POR TECNICAS DE
HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Este método de deteccién se basa en la
habilidad de las cadenas complementarias de los
cidos nucleicos, yasean ADN-ADN, ADN-ARN ,
0 ARN-ARN, de aparearse y formar una molécula
bicatenaria. Esta estructura hibrida ests formada
por dos hebras polinucleotidicas complementarias
unidas por puentes de hidrégeno entre pares de
bases complementarias. Este dimero es estable en
condiciones fisiologicas normales, pero se disocia
(desnaturaliza) en las hebras monocatenarias que
locomponen cuando es calentado o expuesto a pHs
extremos.

Para la deteccién del VFA, se utiliza una
sonda especifica de VFA-cADN monocatenaria
desnaturalizada la cual hibrida con el ARN viral
complementario. La reaccion se realiza directa-
mente sobre especimenes (hibridacion in situ) o
luego de inmobilizar el ARN en un soporte sélido
(dot-blot o slot-blot). Las sondas s€ marcan
generalmente con radionucledtidos o con biotina,
para permitir la deteccion de los hibridos especificos
(figura 3).

Un requisito fundamental para la aplicacion
de este método como herramienta de deteccidon
especifica de secuencias genémicas del VFA en
fluidos OP de animales potencialmente infectados,
es la demostracion de que la sonda de cADN viral
clonada, marcada radioactivamente, hibrida
especificamente con el dcido nucleico viral, y no
con ARN total de la region OP. Como se muestra
en el ejemplo de la figura 4, cuando ARN total,
extraido de muestras de fluidos OP de animales
infectados experimentalmente con VFA; sefijoen
papel de nitrocelulosay se hibridé con VFA-cADN
clonado marcado con P, se observé hibridacién
especifica solamente luego de la infeccién,

A pesar de que los métodos de hibridacién no
son tan sensibles como los procedimientos de

Bergmann y Malirat

ARN/ADN desnaturalizado, proveniente
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Figura 3. Representacién esquemética de la
hibridacién del ARN, fijado en un soporte
sélido, con una sonda de cADN especifico.

recuperacion viral (25,34), varias muestras
correspondientesa etapasavanzadas de la infeccion,
que resultaron positivas por dot-blot, fueron
negativas cuando se las ensay6 por infectividad en
cultivos celulares (ejemplo en la figura 4). Estos
resultados son compatibles con los que fueron
informados previamente por Rossi ycols. (34) y
sugieren que durante la persistencia tardia, pueden
producirse grandes cantidades de particulas virales
progenie no infectivas. Asi, la hibridacién de
acidos nucleicos resulta especialmente util ya que
detecta incluso genomas virales inactivos o
incompletos que, bajo circunstancias adecuadas,
podrian originar virus infectivo.

Asimismo, este método no es afectado por las
numerosas dificultades que presenta la técnica



convencional de deteccion, basada en el aislamiento
de virusen cultivo de células a partir de fluidos OP.
Por ejemplo, la recuperacién viral en cultivos
puede verse impedida por la cantidad y calidad del
material obtenido, asi como por anticuerpos
remanentes en las muestras a pesar del tratamiento
con TTE (38). Ademas, variantes seleccionadas
debido a la replicacion del virus en el animal
(9,13,14,23,35,36) podriancrecer dificultosamente
y en un rango limitado de cultivos de células. Otra
limitacion del método de aislamiento en cultivo de
células es que un resultado negativo podria requerir
tanto cuanto 14 dias para confirmarse, mientras
que, si ocurre replicacién viral, el virus debe
identificarse por medio deensayos suplementarios.

Una ventaja adicional del método de
hibridacién de acidos nucleicos, es que se pueden
detectar diferentes serotipos del VFA usando una
unica sonda de cADN clonado. La base molecular
de dicha hibridacion género-especifica es el alto
grado de homologia que existe entre las secuencias
de los 4cidos nucleicos de los diferentes serotipos,
enregiones genémicas correspondientesa proteinas
tales como la polimerasa viral (24). Este amplio
espectro de deteccion facilita enormemente la
busqueda de animales sospechosos. Adems, si es
preciso, puede llevarse a cabo simultidneamente la
tipificacion del virus implicado usando sondas de
CADN correspondientes a la proteina estructural
VP, de cada serotipo individual (25).

La hibridacién directa en tejidos fijos es
también una herramienta valiosa, especialmente
para estudios de patogenicidad viral (7), ya que
permite la identificacién directa de las células
blanco infectadas con el virus, asi como una
estimacion de la proporcién de células dentro de
una seccidn de tejido que contienen al genoma
viral,

AMPLIFICACION ESPECIFICA DE
SEGMENTOS DE ARN GENOMICO DE VFA

Como fuera mencionado anteriormente, los
ensayos de hibridacion de 4cidos nucleicos no son
tan sensibles como los procedimientos de
aislamiento de virus. Esta limitaciéon puede
superarse actualmente amplificando primero el
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Figura 4. Ejemplos de la hibridacién del VFA-
cADN con ARN total de fluidos OP de animales
persistentemente infectados en forma experi-
mental. En el filtro de nylon se aplicaron, por
duplicado, diluciones al décimo del &cido
nucleico de fluidos OP de animales previo a o
luego de la infeccién experimental con VFA,y
se hibridaron con fragmentos de cADN
correspondientes alaregién que va desde 6.3
hasta7.8 kilobases del genoma viral, marcados
con *P. La exposicién autoradiografica se
realizé a -80°C por 18 horas. DPI, dias
posinoculacién. VR, recuperacién de virus en
cultivos celulares.

material a ser analizado, usando el método de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (28).
En esta técnica, el ADN bicatenario es
desnaturalizado por calor, y dos oligonucle6tidos
iniciadores se hibridan a secuencias complemen-
tarias en ambos lados del templado. Estos
iniciadores, que flanquean la region que sera
amplificada en el ADN blanco, son extendidos
usando la ADN polimerasa Taq, que es
termoresistente, duplicando asi la secuencia de
interés. Como los productos de la extension de los
iniciadores pueden servir como templado en el
préximo ciclo, hay una acumulacién exponencial
de fragmentos especificos cuyos extremos estan
definidos por las terminaciones 5'delos iniciadores.
Asi, 20 ciclos pueden rendir una amplificacién de
aproximadamente un millén de veces (fi gura5). El
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material amplificado puede visualizarse por
electroforesis en gel de agarosa y, posteriormente,
caracterizarse.

Para la deteccién de ARN viral es necesario
obtener primero una copia de cADN, por
transcripcion reversa, que luego es usada como
ADN templado en la reaccién de PCR.

Latranscripcion reversa del ARN del VFA se
llevé a cabo a partir de células infectadas. Fueron
amplificados segmentos de 850 bases que cubrian
la region completa de VP, y de 2070 bases que
cubrian la region genémica que codifica para las
proteinas de la capside VP, VP, y VP, resultando
en una banda prominente del tamaiio esperado
para cada caso (figura 6). Los iniciadores
seleccionados correspondian a regiones
conservadas del genoma del VFA, de forma tal que
fue posible la amplificacion de los serotipos O,A y
C del VFA. La especificidad del material ampli-
ficado fue confirmada por an4lisis con enzimas de
restriccion (datos no mostrados). La caracterizacién
también puede llevarse a cabo por hibridacién
usandouna sondaapropiada, y por secuenciamiento
de los productos de amplificacion (19,22,27). Se
ha intentadola identificacion tipo-especifica usando
iniciadores serotipo-especificos en laamplificacion
33).

Cuando se lo compara con ensayos de
infectividad, el PCR es generalmente 10* veces
mas sensible (4). Esto se atribuye parcialmente a la
habilidad del PCR de amplificar a partir de ARN
no infectivo.

Si se pretende usar el PCR como herramienta
de identificacion de animales con infeccion
subclinica, un importante requisito esla adaptacién
del métodoa laamplificacién y deteccion de acidos
nucleicos del VFA a partir de muestras de fluidos
OP. En este sentido ha sido descripta la ampli-
ficacién directa a partir de muestras de fluidos OP,
omitiendo asi la necesidad de purificar el ARN
(16). Sin embargo, otros estudios describen la
presencia de inhibidores en los fluidos OP, inclu-
sive luego de la purificacion del ARN, lo que
compromete la alta sensibilidad de esta técnica
(4,17). Esto puede limitar las aplicaciones del PCR
endiagnostico. Se estan conduciendo experimentos
con el fin de clarificar este punto.
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Una gran ventaja de este método rdpido y
sensible para la deteccién del VFA, es que la
informacién de la secuencia de nucleétidos puede
obtenerse directamente de muestras clinicas sin
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2 3

gién genémica viral, que codifica para las proteinas
plado en la amplificacién enzimética por PCR. Las
s utilizados. El iniciador d contiene una secuencia

complementaria al ARN, mientras que los iniciadores 1A y 1+1 contienen la misma secuencia y
polaridad que el ARN. Las barras negras indican la extensidén y posicién de los fragmentos
amplificados. B. Geles de 1% de agarosa, tefiidos con bromuro de etidio de 1/30 dei producto de
la reaccién de PCR, correspondiente a los cADN de los virus 1) O, Campos Br1/58, 2) A,, Cruzeiro
Br1/55 y 3) C3 Indaial Br1/71. Las distintas combinaciones de los iniciadores utilizados, asf como
el tamafio, (en pares de bases), de los productos esperados, se indican para cada caso.

necesidad previa de amplificaciéon del virus en
cultivo de células. Esto elimina la posibilidad de
inducir una seleccién y modificacién de las
poblaciones virales in vitro. Debido a inhibidores
potenciales en muestras de OP, esta ventaja puede
no ser siempre util en la caracterizacién de virus
persistentes. Sin embargo, si puede aplicarse a las
fases agudas de infeccién con VFA, durante las

cuales pueden obtenerse cantidades abundantes de
virusa partir de tejidos epiteliales dela lenguay del
espacio interdigital. Asi, la amplificacién de
secuencias de la VP,, por medio del PCR, en
combinacion con el secuenciamiento directo del
ADN amplificado proporciona un método
promisorio para estudios de epidemiologia mo-
lecular.
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NUEVAS HERRAMIENTAS Y REACTIVOS
PARA DETECTAR ANTICUERPOS ANTI
VFA EN SUERO DE ANIMALES PERSIS-
TENTEMENTE INFECTADOS CON VFA

Unaimportante limitacién encontrada cuando
se usa VIAA como sonda serolégica para detectar
anticuerpos contra antigenos asociados a la
infeccion con VFA, es la necesidad de producirlo
en cultivo de células, por ejemplo de rifién de cria
de hamster (BHK). Tal antigeno a) es caro, b) tiene
una vida media limitada, c) necesita ser
estandarizado en cada nuevo preparado, y d)
potencialmente contiene antigenos que pueden ser
reconocidos por el suero de animales inmunizados
con vacunas preparadas a partir de cultivos de
células, lo que podria llevar a ensayos falso
positivos. De hecho, se han informado resultados
positivos obtenidos por IDGA en sueros de animales
luego de la vacunacién (2,11, 30). Este problema se
acentu6 cuando se intenté aplicar una técnica mas
sensible como ELISA (3).

El reemplazo del VIAA por antigenos no
estructurales expresados en bacteria es de consi-
derable interés. Como las proteinas se obticnen a
partir de fragmentos genémicos que codifican
especificamente paracada unadeellas, su expresion
proporciona productos molecularmente definidos.
Esto elimina una potencial contaminacién con
proteinas estructurales o con polipéptidosde BHK,,
que podrian llevar a resultados positivos con sueros
de animales vacunados. La simplicidad con que
pueden obtenerse grandes cantidades del material,
facilita la purificacién a homogeneidad, de tal
forma que pueden emplearse métodos inmuno-
enziméticos altamente sensibles sin comprometer
la especificidad de las reacciones. Ademds, los
cultivos bacterianos requieren menos espacio,
tiempo y esfuerzo que los de células eucariotas y
son considerablemente mas econémicos. La
absoluta inocuidad del ensayo es particularmente
relevante en regiones libres de ficbre aftosa, ya que
nohay VFA infectivo o no infectivo involucrado en
ninguna etapa del proceso de produccion de los
antigenos. Esto elimina la necesidad de laboratorios
de alta seguridad de elevado costo. Finalmente,
pueden prepararse ficilmente sondas seroldgicas
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de cualquier polipéptido no estructural a través de
técnicas de ADN recombinante. Asi, estudiando la
respuesta de anticuerpos del hospedador hacia las
diferentes proteinas durante las varias etapasde la
persistencia, pueden identificarse cudles de estos
antigenos serian mds aptos para un potencial uso
en diagndstico.

USO DE UNA ARN POLIMERASA
EXPRESADA EN BACTERIAS EN UN
ENSAYO INMUNOENZIMATICO DE
ELECTROTRANSFERENCIA (EITB)

Dada la estrecha relacion entre el VIAA yla
ARN polimerasa viral (3D) (31,32), se llevaron a
cabo intentos de expresar esta tiltima en bacterias.

Para obtener el antigeno mas adecuado para
ser usado como sondaseroldgica, fue construido un
vector deexpresion queincluia ADN que codificaba
parala polimerasa 3D completa (29). Este vector
lievaba el promotor inducible pL del bacteriéfago
Lambda, delante de la secuencia consenso de
Shine Dalgarno. La polimerasa expresada contenia
solo un animoécido adicional, la metionina N-
terminal, y fue purificada a partir de la fraccion
soluble de los extractos bacterianos por
cromatografia en columna de fosfocelulosa seguida
de otracolumna de poli(U)- Sepharosa. La proteina
3D purificada fue usada luego en un ensayo de
EITB para identificar la presencia de anticuerpos
anti-polimerasa en suero de animales persisten-
temente infectados en forma experimental 29).

EI EITB combina la capacidad resolutiva de
la electroforesis en gel con la sensibilidad y
especificidad delasreacciones inmunoenzimaticas.
El antigeno no marcado es resuelto mediante una
corridaelectroforética y transferido auna membrana
de nitrocelulosa. Luego de bloquear sitios de unién
inespecificos en la membrana, se lleva a cabo la
reaccion inmunoenzimatica incubando el suero
problema (no marcado), seguido de un segundo
anticuerpo acoplado a una enzima que funciona
como reactivo de deteccion.

Como se muestra en los ejemplos de la figura
7, 1a unién de los anticuerpos al antigeno 3D
ocurri6 durante todo el estado persistente,
manteniéndose inclusive a tiempos tardios. En
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Figura 7. Reactividad de los antigenos no estructurales 3A, 3B, 2C,
3D y 3ABC, producidos por bioingenieria, con suero de animales
infectados con VFA. Con un puntode indican el aislamiento de virus
de fluidos OP (OP) y las determinaciones positivas de VIAA (IDGA).
7 ng/mmde cada unode los antigenos no estructurales purificados,
obtenidos por expresién en bacteriacomo sedescribi6 anteriormente
(29), fueron separados en un gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-
PAGE). La transferencia elecroforética a papel de nitrocelulosa, y la
reaccién inmunoenzimética, se llevaron a cabo como fue descripto
anteriormente (29). Sueros de animales infectados fueron analizados
a varios dias posinfeccién (DPI). Calle 1,7 DPI; calle 2, 42 DPI; calle
3, 154 DPI; calle 4, 231 DPI; calle 5, 280 DPI; calle 6, 315 DPI; calle 7,
448 DPI; calle 8, 546 DPI; calle 9, 602 DP!; calle 10, 644 DPI; calle 11,
742 DPI. Las tiras con controles inclufan sueros hegativos para VFA
provenientes de: bovino previo a la infeccién (calle 0); animales
revacunados a 30 dias luego de la primovacunacién, calles 12 y 13;
regiones libres de FA, calles 14 y 15,
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estos tiempos todas las reacciones obtenidas con el
ensayo convencional de IDGA fueron negativas y
solo ocasionalmente se recuperd virus de fluidos
OP. La alta especificidad del EITB fue indicada
por la falta de reactividad de suero de animales sin
previa exposicion al VFA o a sus antigenos virales,
incluyendo muestras de animales infectados con
una variedad de virus bovinos (6).

A pesar de su mayor sensibilidad, el EITB
eliminé un namero considerable de resultados
positivos generados por IDGA con sueros de
animales luego de lavacunacion (6). Considerando
que el VIAA usadoes solo parcialmente purificado
decélulas BHK infectadas, los resultados de IDGA

sugieren que trazas de polipéptidos de la capside
del VFA, o de antigenos de BHK, podrian haber
sido reconocidaspor el suero de animalesinoculados
con vacunas producidas en BHK, llevando asi a
resultados falso-positivos,

Sin embargo, la presencia de polimerasa
residual en algunas preparaciones de vacunas fue
sugerida por la reactividad ocasional de la proteina
3D expresada con sueros de animales luego de la
vacunacion. Los intentos para superar esta limi-
tacién han incluido el uso adicional de otros
antigenos no estructurales virales obtenidos por
bioingenieria tal como se describe en la proxima
seccion.
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USO DE LOS ANTIGENOS NO
ESTRUCTURALES 3A, 3B, 2C y 3ABC
EXPRESADOS EN BACTERIAS,

EN EL EITB

Para obtener los antigenos no estructurales
del VFA 3A, 3B, 2C y 3ABC, por medio de
técnicas de ADN-recombinante, regiones definidas
del genoma del VFA, fusionadas al extremo N-
terminal del gen de la polimerasa de MS2, fueron
expresadas enbacterias bajo el control del promotor
inducible pL del bacteriéfago Lambda (37).

Como ocurriera con el polipéptido expresado
3D, la unién de los antigenos anteriormente
mencionados a los anticuerpos resulté positiva
aun en etapas tardias de la persistencia (figura 7).
Nuevamente, no se detectd reaccién con sueros de
regiones libres de fiebre aftosa, inclusive sueros
con alto titulo de anticuerpos para otros varios
virus bovinos, tanto a ARN como a ADN.

Los sueros de animales luego de la
vacunacion, que resultaron positivos por IDGA
usando VIAA, incluyendo aquellos que mostraban
una reactividad por EITB con la polimerasa
recombinante, no dieron reaccién detectable con
de los antigenos 3A, 3B, 2C 6 3ABC. Asi, se
sugiere que el uso tanto de la polimerasa
aisladamente cuanto del VIAA usado tradicio-
nalmente, no es adecuado para distinguir si la
seropositividad de las muestras de campo es
atribuible a infeccién o vacunacién. De hecho,
aunque el EITB es considerablemente mas sen-
sible, el uso del IDGA llevé a una sobrestimacién
sustancial de bovinos persistentemente infectados
provenientes de regionesendémicas, posiblemente
debido a la reactividad de muestras de animales
luego de Ia vacunacion. Esto indicé claramente la
relevancia del uso de antigenos no estructurales
seleccionados del VFA para identificar sueros de
animales infectados sin ambigiiedades 6).

Otra caracteristicaimportante de esta técnica
€s que con un unico ensayo serolégico puede
detectarse la infeccién con cualquier serotipo del
VFA.

Los estudios descriptos demostraron que, a
pesar dela altasensibilidad que posee el EITB para
identificar anticuerpos remanentes luego de la
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infeccidn, este es un ensayo altamente confiable
para eliminar falsos positivos detectados por el
IDGA. De esta forma, como el EITB es capaz de
identificar la ausencia de actividad viral, su
aplicacién seria particularmente importante en
areas de Américadel Sur donde existen programas
de erradicacion en vigencia, particularmente en
regiones que se encuentran proximas al recono-
cimiento internacional como 4rea libre de FA,y
especialmente durante las ultimas etapas de
vacunacionsistematicay las primeras etapas luego
de la suspension de la vacunacion. Asimismo, se
evitaria un gran numero de resultados falso-
negativos por IDGA durante las pruebas para
importacién/exportacién, simplificando sustancial-
mente este proceso.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Aunque lasinfecciones persistentes del VFA
sonampliamente reconocidas, no s¢ han establecido
con exactitud, ni la incidencia en el campo, ni la
duracion real de las mismas. La razén para este
insuficiente conocimientode temas tan importantes,
es la dificultad para obtener un diagnéstico
inequivoco de tales infecciones.

Las técnicas moleculares han permitido me-
Jorarsignificativamente el diagnéstico dela persis-
tencia del VFA. De hecho, el método de PCR puede
alcanzar una sensibilidad equivalente a 10~ DICT,,
(4). Ademas, el desarrollo de métodos inmuno-
enziméticos junto con el uso de sondas serologicas
purificadas obtenidas por bioingenieria permiten
detectar anticuerpos en sueros de animales
infectados persistentemente con VFA en etapas
tardias, con alta sensibilidad y especificidad.

La implementacion de estos métodos alta-
mente sensibles y especificos seria de enorme
importancia para identificar reas libres de FA,
para las pruebas de control de importacién/
exportacién, como asi también como herramienta
epidemiolégica para establecer la incidencia de Ia
persistencia del VFA en el campo. Sin embargo,
una interpretacién precisa de estos métodos que
mejoran tanto la deteccion del material genémico
viral, cuanto la de anticuerpos especificos contra el



virus, deberia estar acompafiada de un enten-
dimiento profundo de los mecanismos moleculares
e inmunolégicos que tienen lugar durante el estado
persistente en el animal.

Cuando se trata de enfoques inmuno-
enzimiticos, hay que tener en cuenta que la
deteccion de anticuerpos anti-virus indica una
replicacién viral que tuvo lugar en el pasado, pero
que no necesariamente se mantiene. De hecho, la
mayoria delos animalespersistentemente infectados
con VFA en etapastardias, conrespuesta serologica
positiva, no dieron resultados positivos de
recuperacion viral, medida por el ensayo de
infectividad (figura 7) (29). Sin embargo, se han
obtenido resultados positivos por hibridacién entre
estas muestras (figura 4). Aparentemente, esto
ocurriria pues la persistencia del VFA podria
originar la presencia de una alta proporcién de
mutantes virales no infectivas o de genomas virales
incompletos en fluidos OP, como se demostrd para
cultivos celulares persistentemente infectados con
VFA (12). Esto podria explicar la dificultad que
existe para aislar virus infectivo a partir de fluidos
OP durante las etapas tardias del estado persistente
(14,23,29).

Las técnicas de ADN recombinante no solo
han contribuido significativamente para mejorar
el diagnéstico de las infecciones subclinicas del
VFA, sino que han permitido también un avance
importante en el estudio de los mecanismos que
tienen lugar durante la replicacién del virus en
animales persistentemente infectados. Estas
investigaciones se encuentran actualmente en una
fase muy dindmica.

La interpretacién precisa del significado
epidemioldgico del estado persistente en el campo,
sera el resultado de combinar un diagnéstico
inequivoco junto con un conocimiento profundo de
los mecanismos de persistencia viraly transmisién
que actaan en el campo.
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MOLECULAR APPROACHES TO LABORATORY DIAGNOSIS
OF PERSISTENT FOOT-AND-MOUTH DISEASE
VIRUS INFECTION: A REVIEW

LE. BERGMANN, V. MALIRAT

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO)
P.O. Box 589, 20001-970, Rio de Janeiro, RJ, Brazil

SUMMARY. New approaches for improving the methods for identification of persistent foot-and-
mouth disease (FMD) viral infections are described. They consisted of detection of specific FMDV
genomic fragments in oesophageal-pharyngeal samples by hybridization techniques, with or without
their prior amplification, using the polymerase chain reaction. Also, for the identification of FMDV-

specific antibodies, indicative of viral replicatio
immunoenzymatic method based on the use of

as serological probes, was undertaken.

The ability of foot-and-mouth disease virus
(FMDV) to establish subclinical infection in cer-
tain hosts, such as cattle and other ruminants, (5,
8,15,18,39-41)is of great significance to programs
of prevention, control and eradication of FMD.
Accordingly, detection of replication of FMDV in
animals not manifesting signs of disease is as
relevant as is diagnosis of acute infection,

Identification of animals with persistent
FMDV infection includes, currently, screening for
antibodies against the viral infection-associated
antigen(s) (VIAA) using the immunodiffusion in
agarose gel (IDAG) test (1,10 11 21,26,30), and
cell culture isolation of virus from oesophageal-
pharyngeal (OP)fluid (8,20, 36, 38). However, these
methods do not always lead to conclusive results.
As established experimentally, identification of
VIAA antibodies does not always correlate with
recovery of virus from OP fluid. Moreover, detec-
tion of the persistent state during the late phases of
infection was only rarely possible. Only occasion-
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n, the development of a highly sensitive and specific
purified FMDV recombinant nonstructural antigens

ally was virus recovered from OP samples, and the
low test sensitivity of the IDAG did not allow for
identification of VIAA antibodies 6, 14).

Prevailing programs. for the hemispheric
eradication of FMD, based on regionalization by
ecosystems and trade movements, have among
their main objectives the identification, preserva-
tion and expansion of disease-free regions. The
rapid progress of these programs, especially in the
Rio dela Platabasin, emphasizes the need for rapid
and unequivocal methods to demonstrate absence
of viral activity with greater certainty.

Molecular genetic techniques have provided
powerful tools to define new procedures for diag-
nosis of suspected subclinical infection. This re-
view will focus on the approaches attemptedto date
for improving the methods for identification of
persistent FMDYV infections.

MOLECULAR CLONING OF REVERSE-
TRANSCRIBED FMDV cDNA

One major requisite for the introduction of
new diagnostic tools for FMDV subclinical infec-
tion was the molecular cloning of the single-
stranded genomic RNA of the virus. Basically, this



technique consists of inserting a fragment of
foreign DNA into a bacterial plasmid (piece of
DNA found outside the bacterial chromosome)
that contains a gene for antibiotic resistance,
introducing the plasmid into bacteria, and then
selecting with antibiotics for those bacterial cells
that become antibiotic-resistant. Bacteria con-
taining the plasmid carrying the foreign DNA, in
our case FMDV, are easy to identify if the latter is
cloned in the middle of a second antibiotic resis-

167

tance gene, destroying the gene activity. These
plasmids will confer resistarice to one antibiotic but
not to the second, and thus allow recognition of
bacteria containing the recombinant plasmid (fig-
ure 1).

To clone FMDV RNA sequences, a comple-
mentary DNA (CDNA) copy of the RNA must first
be synthesized. Once the FMDV cDNA sequence
of interest has been cloned into a plasmid, large
amounts of the plasmid are grown in bacteria and

@ Plasmid vector

s

Cleave at restriction
sﬂe in Amp gene

FMDV cDNA
\l Ligation

Recombinant
plasmid

Tet

l Introduction into bacteria

S S

Selection

@ O.2 0.2 0.

Figure 1. Schematic representation of cloning DNA in a plasmid.
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subsequently purified fromthe chromosomal DNA.
This provides abundant supplies of cDNA, for use
as a molecular probe to detect FMDV genomic
sequences, in hybridization tests. Moreover, the
collection of the different cloned FMDV cDNA
fragments, coding for specific viral proteins, can
be inserted into bacterial expression plasmids, so
that the selected protein can be produced, and
purified from the bacterial lysate. Thus,
bioengineere\d serological probes can be obtained.

As outlined in figure 2, the single-stranded
RNA of the FMDV genome was cloned into the
plasmid pBR322. Clones covering the whole cod-
ing region of the genome, were obtained.

CLONED FMDV cDNA AS A DIAGNOSTIC
REAGENTFOR THE DETECTION OF FMDV
BY NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION
TECHNIQUES

This detection method is based upon the
ability of complementary strands of nucleic acids,
whether DNA-DNA, DNA-RNA, or RNA-RNA,
to anneal and form a double-stranded molecule.
This hybrid structure comprises two complemen-
tary polynucleotide strands bound by hydrogen
bonds between complementary base pairs. The
duplex is stable under normal physiological con-
ditions, but it will dissociate (denature) into its
component single strands when heated or exposed
to pH extremes.

For detection of FMDV, a specific denatured
single-stranded FMDV ¢DNA probe is used to
hybridize to complementary viral RNA. The reac-
tion takes place directly in specimens (in situ
hybridization), or after binding the RNA to solid
phases (dot-blot or slot-blot). Probes are typically
labeled with either a radionuclide or biotin in order
to permit detection of the specific hybrids (figure
3).

For use as a tool for the specific detection of
FMDV genomic sequences in OP fluid of presum-
ably infected animals, a major requisite is the
demonstration that the radioactively labeled cloned
viral cDNA probe hybridizes specifically to the
viral nucleic acid, and not to total RNA from the
OP sample. As shown in the example given in
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figure 4, when total RNA, extracted from OP
samples of experimentally FMD V-infected cattle,
was dotted on nitrocellulose, and hybridized with
32p_jabeled cloned FMDV cDNA, specific hybrid-
ization was found only after infection.

Although hybridization methods are not as
sensitive as virus-recovery procedures (25,34),
several samples corresponding to advanced stages
of infection, positive by dot-blot, were negative
when assayed by infectivity in cell culture (ex-
ample in figure 4). These results are consistent
with those reported by Rossi et al. (34) and suggest
that during late persistence, large amounts of non-
infectious progeny may occur. Thus, nucleic acid
hybridization appears especially useful since it
detects even inactive or incomplete viral genomes
which could, under adequate circumstances, lead
to infective virus.

Furthermore, this method is not affected by
the numerous difficulties encountered with the
current detection based on cell culture isolation of
virus from OP fluid. For example, viral recovery in
cultures may beimpaired by the quality and amount
of material obtained, as well as by antibodies
remaining in the samples despite the TTE treat-
ment (38). Moreover, variants selected upon rep-
lication of the virus in the animal (9,13,14,23, 35,
36) may growscarcelyandina limited range of cell
cultures. Another limitation of the cell culture
method is that a negative result could require as
long as 14 days for confirmation, while if viral
replication occurs, the virus must be identified by
supplementary tests.

An additional advantage of the nucleic acid
hybridization approach is that detection of differ-
ent FMDV serotypes is possible by using just one
cloned cDNA as a probe. The molecular basis for
this genus-specific hybridization is the high de-
gree of nucleic acid sequence homology among the
different serotypes, in genomic regions correspond-
ing to proteins such as the viral polymerase (24).
This broad detection spectrum greatly facilitates
the screening of suspected animals. Furthermore,
if needed, typing of the implicated virus can be
carried out simultaneously by using cDNA probes
from individual serotypes corresponding to struc-
tural protein VP1 (25).
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Figure 2. Cloning strategy
of FMDV cDNA. The
polyadenylylated purified
RNA served as a template
for oligo(dT),, ,,-primed
first-strand complemen-
tary DNA (cDNA) synthe-
sis, using reverse tran-
scriptase. The RNA strand
of the RNA-cDNA hybrid
was alkali-digested and
the cDNA fractionedon an
alkaline sucrose gradient
into three pools of differ-
ent size a (2000-4000
bases), b (4000-6000
bases), and ¢ (6000-8000
bases). Second strand
synthesis fromeachofthe
different pools was medi-
ated by DNA polymerase
I and limited concentra-
tions of S1 nuclease were
added to cleave the re-
sulting hairpin structure.
Homopolymer tails of 10-
15 residues of dCMP were
added directly to double-
stranded cDNA by using
terminal deoxynucleotidyl
transferase. Plasmid vec-
tor pBR322 (containing a
tetracycline-and ampi-
cillin-resistance gene)
was linearized at its ampi-
cillin-resistance gene by
digestion with Pst I, tailed
with dGMP, hybridized to
the oligo(dC)-tailed
double-stranded cDNA,
and used to transform
Escherichia coli HB101.
Tetracycline-resistant
and ampicillin-sensitive
clones were selected and
further screened by
colony hybridization.
AmpR: ampicillin-resis-
tant site. Tet®: tetracy-
cline-resistant site.
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Figure 3. Schematic representation of the hy-
bridization of nitrocellulose bound RNA to a
specific cDNA probe.

Direct hybridization in fixed tissues is alsoa
worthwhile tool especially for studies of viral
pathogenicity (7), since it permits the direct iden-
tification of the virus-infected target cells and an
estimate of the proportion of cells carrying the viral
genome within a tissue section.

AMPLIFICATION OF FMDV-SPECIFIC
GENOMIC RNA SEGMENTS

As mentioned above, nucleic acid hybridiza-

tion assays are not as sensitive as virus-isolation
procedures. This limitation can now be overcome

Bergmann and Malirat

by first amplifying the material to be analyzed
using the polymerase chain reaction (PCR) method
(28). In this technique, double-stranded DNA is
heat-denatured and two oligonucleotide primers
are hybridized to complementary sequences on
cither side of the template. These primers, that
flank the region to be amplified in the target DNA,
are extended by using the thermal resistant Taq
DNA polymerase, thus doubling the sequence of
interest. Since primer extension products can serve
as templates in the next cycle, there is an exponen-
tial accumulation of specific fragments, whose
termini are defined by the 5' ends of the primers.
Thus 20 cycles can yield about one million-fold
amplification (figure 5). The amplified material
can then be visualized by agarose gel electrophore-
sis and further characterized.

10° 10 107

DPI
0 <

Figure 4. Examples of hybridization of cloned
FMDV cDNA to total RNA from OP fluid from
experimentally FM DV-infected cattle. Ten-fold
dilutions of nucleic acid from the OP region
from cattle, before or after experimental FMDV-
infection, were dotted in duplicate on nylon
filters, and hybridized with 2p_labeled cDNA
fragments corresponding to the region from
6.3 to 7.8 kilobases of the FMDV genome.
Autoradiographic exposure was at -80°C for
18 h. DPI, days postinoculation; VR, virus
recovery in cell culture.
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For the detection of viral RNA it is neces-
sary to obtain first a cDNA copy by reverse
transcription, which is then used as template
DNA in the PCR reaction.

Reverse transcription and amplification
from FMDV-infected cell cultures of RNA seg-
ments of 850 bases covering the whole VP,
region, and of 2070 bases covering the genomic
region coding for the capsid polypeptides VP,,
VP,and VP, resulted in a prominent band of the
expected size (figure 6). The primers selected,
corresponded to conserved regions of the FMDV
genome, so that amplification of FMDV sero-
types O, A and C was possible. The specificity of
the amplified material was confirmed by restric-
tion enzyme analysis (data not shown). Charac-
terization may also be carried out by hybridiza-
tion using an appropriate probe, and by sequenc-
ing of amplification products (/9,22,27). By
using serotype-specific primers for amplifica-
tion, type-specific identification has been at-
tempted (33).

In comparison with the infectivity assays,
the PCR was found to be generally 10* times
more sensitive (4). This was partly attributed to
the ability of the PCR to amplify from non-
infectious RNA.

Adaptation of the PCR technique for am-
plification and detection of FMDV nucleic acids
from OP samples is an important requirement if
the method is addressed as a tool for identifica-
tion of animals with subclinical infection. In this
regard, direct amplification from OP samples,
thus omitting the need to purify the RNA, has
been described (16). Other studies, however,
report the presence of inhibitors in the OP fluid,
even after RNA purification, which compro-
mises the high sensitivity of this procedure
(4,17). Clearly, this could limit the diagnostic
application of the PCR. Studies are being con-
ducted to clarify this point.

A great advantage of this rapid and sensi-
tive method for the detection of FMDV, is that
nucleotide sequence information can be ob-
tained directly from clinical samples without the
prior need for virus amplification in cell culture.
This avoids the possibility of in vitro induced
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selection and modification of viral populations.
Due to potential inhibitors in OP samples, this
advantage may not always be helpful in the char-
acterization of persistent viruses. However, it does
apply to the acute stage of FMDV infection, during
which abundance of virus can be obtained from
epithelial tissues of the tongue and interdigital
cleft. Thus, VP, PCR amplificationin combination
with direct sequencing of the amplified DNA
provides a promising method for molecular epide-
miological studies.

NEW TOOLS AND REAGENTS TODETECT
FMDV ANTIBODIES IN SERA OF PERSIS-
TENTLY FMDV-INFECTED ANIMALS

A major limitation encountered using VIAA
as a serological probe to detect antibodies against
FMDV infection-associated antigens is the need to
produce it in cell culture, for example, baby ham-
ster kidney (BHK). Such an antigen (a) is expen-
sive, (b) has a limited shelf-life, (c) needs to be
standardized with each new batch, and (d) poten-

A
VPs
L 3B
, L 1A 1B 1C 10D 2B 2C 3A m 3C 3D ,
5 vrg @~ ©), AARS
i
A i d
1A 1+1
S
]
B

850 —

2 3

Figure 6. A. Schematic representation of the viral capsid-coding region (VPs) which was targeted
for enzymatic amplification by PCR. The position of primers used in the PCR are shown as filled
arrows. Primer d has sequences complementary to the RNA, whereas primers 1A and 1+1 have the
same sequences and polarity than the RNA. Black bars indicate the positions and lengths of the

amplified fragments. B. 1% agarose gels stained with ethidium bromide of 1/30th PCR reaction
products corresponding to the cDNAs from virus (1) O, Campos Br-1/58, (2) A,, Cruzeiro Br-1/55
and (3) C, Indaial Br-1/71. The different combination of primers used and the expected size of the
PCR products are indicated.
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tially, contains antigens which may be recognized
by the sera from animals immunized with vaccines
prepared from cell culture systems which may lead
to false positive tests. In fact, positive results
yielded by IDAG for postvaccination sera have
been reported (2,11,30). This problem has been
accentuated when a more sensitive technique such
as ELISA was attempted (3).

Replacement of the VIAA by nonstructural
antigens expressed in bacteria has considerable
attraction. Since the proteins are obtained from
genomic fragments that code specifically for each
one of them, their expression provides molecularly
defined products. This eliminates potential con-
tamination with structural proteins or BHK
polypeptides, which could lead to positive results
with sera from vaccinated cattle. The facility with
which large amounts of material can be obtained,
enables easy purification to homogeneity, so that
highly sensitive immunoenzymatic methods can
be employed without compromising the specificity
of the reactions. In addition, bacterial cultures
require less space, time and effort than eukaryotic
cell cultures, and are considerably less expensive.
Their absolute safety is particularly relevant for
FMD-free regions because in no step of the antigen
production process is infective or noninfective
FMDV involved. This eliminates the need for
expensive high security laboratory units. Finally,
serological probes of any nonstructural polypep-
tide can be easily prepared through DNA recom-
binant techniques. Thus, the most suitable anti-
gens of potential diagnostic significance can be
identified by studying the antibody response of the
host to the various proteins during different stages
of persistence.

USE OF A BACTERIALLY-EXPRESSED
RNA POLYMERASE IN ENZYME-LINKED
IMMUNOELECTROTRANSFER BLOT
(EITB)

Since a close relation between the VIAA and
the viral RNA polymerase (3D) had been estab-
lished (31,32), attempts were made to express the
latter in bacteria.
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To obtain the most adequate antigen for use
as a serological probe, an expression vector was
constructed which included DNA coding for the
complete 3D polymerase (29). This vector carried
the inducible pL promoter of bacteriophage
Lambda, upstream of a consensus Shine Dalgarno
sequence. The expressed polymerase contained
only one additional amino acid, the N-terminal
methionine, and was purified from the soluble
fraction of the bacterial extracts by chromatogra-
phy over a phosphocellulose column, followed by
a poly(U)-Sepharose column. The purified 3D
protein was then used in an EITB assay, to identify
the presence of anti-polymerase antibodies in sera
of experimentally persistently infected animals
(29).

The EITB combines the resolution of gel
electrophoresis with the sensitivity and specificity
of immunoenzymatic reactions. The unlabeled
antigen is electrophoretically resolved and trans-
ferred to nitrocellulose membrane. After blocking
non-specific binding sites on the membrane, the
immunoenzymatic assay is carried out by incubat-
ing the unlabeled serum sample, followed by an
enzyme-labeled secondary antibody that functions
as a detection reagent.

As shown in the examples given in figure 7,
antibody binding to this 3D antigen occurred
throughout the persistent state, being maintained
even at late stages. At this time, all reactions by the
conventional IDAG test were negative, and virus
from OP samples was recovered only occasionally.
The high specificity of the EITB was indicated by
the lack of reactivity in sera from cattle without
previous exposure to FMDV or viral antigens,
including samples from animals infected with a
variety of bovine viruses (6).

In spite of its greater sensitivity, EITB elimi-
nated a considerable number of positive results
generated by IDAG with postvaccination sera (6).
Considering that the VIAA used was only purified
partially from BHK-infected cells, the IDAG re-
sultssuggested that traces of FMDV-capsid polypep-
tides or BHK antigens may have been recognized
by sera from cattle inoculated with BHK -produced
vaccines, thus leading to false positive results.

However, the presence of residual polymerase
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in some vaccine preparations was suggested by the
occasional reactivity of the expressed 3D with
postvaccination sera. Attempts to overcome this
limitation have included the use of additional
fecombinant nonstructural viral antigens as de-
scribed in the following section.

USE OF BACTERIALLY-EXPRESSED
NONSTRUCTURAL ANTIGENS 3A, 3B,
2C AND 3ABC IN EITB

To obtain the recombinant DNA-derived
nonstructural FMDV antigens 3A, 3B, 2C and
3ABC, defined regions of the FMDV genome fused
to the N-terminal part of the MS2-polymerase gene
were expressed in bacteria, under the control of the
inducible lambda pL promoter (37).

2 3 4 5 6

DPI ©

3ABC
3D

2C

38
3A

7

As with the expressed polypeptide 3D, anti-
body binding to the aforementioned antigens was
positive, even at the late stages of persistent infec-
tions (figure 7). Again, reactivity was not detect-
able with sera from FMD-free regions, including
sera with high antibody titers to various bovine
RNA and DNA viruses.

Postvaccination sera which were positive in
IDAG using VIAA, including those which showed
EITB reactivity with the recombinant polymerase,
gave no detectable reactions with the antigens 3A,
3B, 2C and 3ABC. Thus, it scems that the use of
either the polymerase alone or the traditionally
used VIAA, is not adequate to distinguish whether
seropositivity of field samples may be attributable
to infection or vaccination. In fact, although the
EITB is considerably more sensitive, use of the

8 9 10 1 12 13 14 15

OP

IDGA

H kR

Figure 7. Serum antibody response of infected cattle to recombinant
antigens 3A, 3B, 2C, 3D, and 3ABC by EITB. Viral isolation (OP) from
OP fluids or positive-VIAA determination (IDAG) is indicated by a
dot. 7Tng/mm of each of the purified bacterially expressed
nonstructural antigens, obtained as described in (29) were sepa-
rated on 12.5% SDS-PAGE. Electrophoretic transfer to nitrocellu-
lose and the immunoassay were performed as described (29). Sera
from infected cattle were tested at various days after infection (DPI).
Lane 1, DP17; Lane 2, DP1 42; Lane 3, DPI 154; Lane 4, DP1231; Lane
5, DP| 280; Lane 6, DP1 315; Lane 7, DP1 448; Lane 8, DPI 546; Lane

9, DP1602; Lane 10, DP1644; Lane 1
FMDV-negative serum from: the

Bergmann and Malirat

1, DP1742. Control strips included

bovid before infection (lane 0);
revaccinated cattle at 30 days after the firstvaccination, lanes 12 and
13; FMD-free regions, lanes 14 and 15.



IDAG led to a substantial overestimation of persis-
tently infected cattle from endemic regions, possi-
bly due to the reactivity of postvaccination samples.
This clearly indicated the relevance of using se-
lected nonstructural FMDYV antigens to identify
sera from infected animals unambiguosly (6).

Another important feature of this technique,
is that infection with any serotype of FMDV can be
detected by a single serological assay.

The above studies demonstrated that despite
the high sensitivity of EITB to identify antibodies
remaining after infection, it is highly reliable in
eliminating false positives detected by IDAG.
Therefore, since the EITB method is capable of
identifying absence of viral activity, its application
would be particularly important in areas of South
America where eradication programs are in
progress, particularly in regions close to interna-
tional recognition as FMD-free, especially during
the last stages of systematic vaccination and during
the early phases after suspension of vaccination.
Also, a large number of IDAG false-negative re-
sults should be avoided during import/export test-
ing, substantially simplifying this process.

CONCLUSIONS AND OUTLOOK

Although persistent FMDV infections are
widely recognized, neither the incidence in the
field nor its true duration have been established
accurately. The reason for this insufficient knowl-
edge in these important subjects, is the difficulty of
obtaining an unequivocal diagnosis of such infec-
tions.

Molecular techniques have allowed signifi-
cant improvements for diagnosis of FMDYV persis-
tence. In fact, the PCR can reach a sensitivity
equivalent to 10? TCID,, (4). In addition, the
development of immunoenzymatic approaches to-
gether with the use of purified bioengineered sero-
logical probes allow for a highly sensitive and
specific detection of antibodies in sera from late
persistently infected animals.

The application of these highly sensitive and
specific methods should be of enormous impor-
tance to identify FMD-free areas, for import/ex-
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port testing, and as an epidemiological tool to
establish the incidence of FMDYV persistence in the
field. However, accurate interpretation of these
improved methods of detection of either viral
genomic material or virus specific antibodies should
be accompanied by a deep understanding of the
molecular and immunological mechanisms that
take place during the persistent state in the animal.

In dealing with immunoenzymatic ap-
proaches it should be always kept in mind that the
demonstration ofantiviral antibodies indicates past,
but not necessarily ongoing viral replication. In
fact, most seropositive, late persistently FMDV-
infected animals, did not yield virus as measured by
infectivity tests (figure 7) (29). However, positive
hybridization results have been obtained among
these samples (figure 4). Presumably, this is be-
cause FMDYV persistence may result in the pres-
ence of a high ratio of non-infectious viral mutants
or incomplete viral genomes in OP fluids, as has
been demonstrated in persistently FMDV-infected
cell cultures (12). Accordingly, this could explain
the common failure to isolate infectious virus from
OP fluids during the late stages of the persistent
state (/4,23,29).

Recombinant DNA techniques have not only
contributed significantly to an improved diagnosis
of FMDV-subclinical infection, but have allowed
an important breakthrough in the study of the
mechanisms taking place during viral replication
in persistently infected cattle. Such research is
currently in a very dynamic phase.

Accurate interpretation of the epidemiologi-
cal significance of a persistent state in the field will
be the result of combining an unequivocal diagno-
sis, with deep knowledge of the mechanisms of
viral persistence and of transmission acting in the
field.
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El Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(Organizacién Panamericana de la Salud/Orga-
nizacion Mundial de la Salud) hace muchos afios
tiene el compriso de asistir a los paises del hemisferio
occidental en el intercambio internacional seguro y
legal de bovinos y su material genético. Para prevenir
la diseminacién de la fiebre aftosa en particular, a
través de los afios el Centro ha cooperadoactivamente
con los paises de la Regién en el desarrollo de
protocolos y de pruebas para el movimiento
internacional de animales y de material genético.

Con base en una investigacién extensa y en la
experiencia de campo, en la década pasada quedo
claro que el movimiento de embriones tiene varias
ventajas para el transporte de material genético entre
los paises. Sin embargo, los progresos enla flexibilidad
de las reglamentaciones existentes para permitir el
movimiento legal de embriones entre los paises con
estados diferentes de enfermedad han sido lentos.
Una razon para esta aparenteresistencia para cambios,
por parte de las autoridades veterinarias, ha sido la
inhabilidad de proveer estimativas satisfactorias sobre
los riesgos de enfermedad.

El Comité de Importacién/Exportacion de la
Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones
(IETS) ha clasificado varios agentes patogenos como
"agentes de enfermedad para los cuales se han
acumulado evidencias suficientes para mostrar queel
riesgo de transmision de enfermedad es insignificante
si los embriones son adecuadamente manipulados,
desde 1a recoleccion hasta la transferencia”. Sin em-
bargo, aunque universalmente se ha aceptado que la
transferencia de embriones es el método mas seguro
para el movimiento de material genético de animales,
se realizaron algunos esfuerzos para cuantificar los
niveles de reducciéon de riesgo de enfermedad
alcanzados por medio de los procedimientos descritos

Publicaciones-Publications

The Pan American Foot-and-Mouth Disease
Center (Pan American Health Organization/World
Health Organization) has a long standing commit-
ment to assist countries of the Western Hemisphere in
the safe and legal international exchange of livestock
and their genetic material. To prevent the spread of
foot-and-mouth disease (FMD) in particular, the Cen-
ter has cooperated actively over the years with coun-
tries of the Region in the development of protocols
and testing procedures for the international move-
ment of animals and genetic material.

Over the past decade, based on extensive re-
search and field experience, it has become apparent
that moving embryos has many advantages for mov-
ing genetic material between countries. However,
progress has been slow in relaxing the existing regu-
lations to permit legal embryo movements between
countries that have a different animal disease status.
One reason for this apparent reluctance to change by
veterinary authorities has been the inability to provide
satisfactory estimates of the disease risks involve.

The Import/Export Committee of the Interna-
tional Embryo Transfer Society (IETS) has classified
several pathogens as "disease agents for which suffi-
cient evidence has accrued to show that the risk of
disease transmission is negligible, if the embryos are
properly handled between collection and transfer".
However, while it is universally accepted that embryo
transfer is the safest method for moving animal ge-
netic material, few attempts have been made to actu-
ally quantify the levels of disease risk reduction
achieved by the procedures described in the Manual
of the IETS. In this paper we present a Quantitative
Risk Assessment (QRA) model for disease transmis-
sion by bovine embryo transfer.

In our dealings with the potential users of this
study we found it necessary to briefly describe some



en el Manual de la IETS. En este trabajo presentamos
un modelo de estimacion cuantitativa deriesgo (ECR)
de transmision de enfermedad por transferencia de
embrién bovino.

En nuestros entendimientos con usuarios
potenciales deeste estudiohemos encontradonecesario
describirbrevemente algunos aspectos generales sobre
los procedimientos de transferencia de embriones
bovinos y discutir los factores de riesgo involucrados.
Sobre esta informacién técnica proponemos un
escenario que cubre las siguientes probabilidades:

- en la Regidn existe la enfermedad mientras se

preparar los embriones para exportacion

- laenfermedad esta presente en la finca donante

- el Sistema de Vigilancia de Salud Animal

falla en detectar upa finca infectada

- el GrupodeRecoleccion de Embriones (GRE)

falla en detectar un finca infectada

- las donantes de embriones con infeccion

contaminan los embriones en el aparato genital

- el GRE falla en remover los embriones no

exportables (embriones con zona peliicida (ZP)
no intacta, embriones con material extrafio
adherido a la ZP, blastocitos expandidos
(eclodidos)

- los embriones para exportacion son lavados

inadecuadamente

- los residuos patogenos se adhieren aembriones

para exportacion adecuadamente lavados

- la enfermedad no es detectada en la finda de

origen mientras los embriones estian
almacenados

- las pruebas de laboratorio fallan en detectar el

agente infeccioso en el fluido recolectado de
una donante infectada

- el agente infeccioso es transmitido por el

embrion infectado a una receptora

- la enfermedad es transmitida por un vector y

este se encuentra presente.

Con el fin de ilustrar este trabajo hemos
seleccionado en Brasil una regién endémica de fiebre
aftosa y se usaron los datos en el modelo de ECR para
estimar los riesgos de transmisién de fiebre aftosa por
la transferencia de embrion bovino. La aplicacion de
esta metodologia no solo resultara en el intercambio
de embriones libremente sino que, también, brindara
nuevos conocimientos sobre como comercializar mas
libremente y con mayor seguridad otros productos de
origen animal.
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general aspects of bovine embryo transfer procedures
and to discuss the risk factors involved. Based on this
technical information we propose a scenario pathway
that covers the probabilities that:

- the disease is in the Region while the embryos

are being assembled for export

- the disease 1s on a donor farm
the Amimal Health Surveillance System fails
to detect an infected farm

- the Embryo Collection Team (ECT) fails to

detect an infected farm

- embryo donors with infection contaminate em-

bryos in the genital tract

- the ECT fails to remove non-exportable em-

bryos (embryos with non-intact zona pellucida
(ZP), embryos with extraneous material ad-
hering to the ZP, hatched blastocysts

- exportable embryos are inadequately washed

- residual pathogen adheres to adequately

washed exportable embryos

- thedisease is not detected on the farm of origin

while the embryos are in storage

- laboratory tests fail to detect the disease agent

in the collection fluid from an infected donor

- the disease agent is transmitted by the infec-

tious embryo to a recipient

- the disease is vector transmitted and the dis-

ease vector Is present.

For the purpose of illustration we selected an
FMD endemic region in Brazil and the data were used
n the QRA model to estimate risks of transmission of
FMD by bovine embryo transfer. We hope that the
application of this methodology will not only result in
freer exchanges of embryos, but will also provide fresh
insight into how to trade more freely and safely in other
products of animal origin.

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993
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RESOLUCIONES Y RECOMENDACIONES DE LACOMISION SUDAMERICANA

PARA LA LUCHA CONTRA LA FIEBRE AFTOSA. 1982-1994.
Serie de Monografias Cientificas y Técnicas N° 18. PANAFTOSA, Rio de Janeiro, Brasil, 1995, 150 pp.

ISSN 0101-4897

Esta publicacion reune los antecedentes y las
resoluciones de las reuniones ordinarias dela Comision
Sudamericana para la Lucha contra la Fiebre Aftosa
(COSALFA)y las recomendaciones emanadas de los
seminarios internacionales previos a esas reuniones.
Su publicacién se consideré de gran interés debido a
la importancia del contenido de sus resoluciones y
recomendaciones y a suutilidad como instrumento de
consulta.

Publicaciones-Publications

This publication compiles the background and
resolutions emanated from the regular meetings of the
South American Commission for the Control of Foot-
and-Mouth Disease (COSALFA) and recommenda-
tions of the international seminars which are held
previous to these meetings. Its publication is consid-
ered of great value due to the importance of resolution
and recommendation contents and its usefulness as
consulting tool.



Resumenes
Abstracts

DIMITRIADIS, |.A., DELIMPALTAS, P.
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Texto en aleman. Berliner und Miinchener Tierdrztliche Wochenschrift, 105 (3): 90-95, 1992. In: Vet.
Bull., 63 (2), 1993. Aristotelian University, Thessaloniki Veterinary Faculty, Department of

Mikrobiology, Greece.

Epidemiologia de la fiebre aftosa en Grecia, en
el periodo de 1962 a 1988.

Grecia ha sido considerada libre de ficbre
aftosa desde 1984. En el periodo de 1962 a 1988,
en Grecia hubo 29 brotes primarios y 240
secundarios (un total de 269), 187 de los cuales
fueron causados por el tipo O, 60 por el tipo A, 14
por el tipo C, 6 por el tipo SAT-1y 2 por el tipo
Asia-1 del virus. De los 269 brotes, 81 ocurrieron
en Attiki, 57 en Evros (cerca de Turquia) y 131 en
otrasprovincias. 197 delosbrotesfueronenbovinos,
60 en porcinos y 12 en ovejas y cabras. La mayoria
de los 29 brotes primarios surgieron en enero y
ninguno en diciembre. Los resultados epide-
miolégicos indican que la fiebre aftosa es
introducida en Grecia, tanto por la importacion de
carne y productos de carne (especialmente, en
Attiki) como a partir del pais vecino, Turquia (en
especial, en Evros), donde la enfermedad es
endémica.

Epidemiology of foot and mouth disease from
1962 to 1988 in Greece.

Greece has been considered to be free from
FMD since 1984. During the period from 1962 to
1988 there were 29 primary and 240 secondary (a
total of 269) outbreaks in Greece, of which 187
were caused by Type O, 60 of Type A, 14 of Type
C, 6 of Type SAT 1 and 2 of Type ASIA 1 of the
virus. Of the 269 cases 81 were in Attiki, 57 in
Evros (near Turkey) and 131 in other provinces.
197 of the outbreaks were in cattle, 60 in pigs and
12 in sheep and goats. Most of the 29 primary
outbreaks appeared in January and none in Decem-
ber. Epidemiological results indicate that FMD is
introduced in Greece either by imported meat and
meat products (especially in Attiki) or from the
neighbouring country, Turkey (especially in Evros),
where the disease is endemic.

ESCARMIS, C., TOJA, M., MEDINA, M, DOMINGO, E.
Texto en inglés. Virus Res., 26 (2), 113-125, 1992, Centr. Biol. Mol., Univ. Autén. Madrid, Canto

Blanco, 28049 Madrid, Espafia.

Modificaciones delaregion 5' no codificante del
virus de la fiebre aftosa, después de una
persistencia prolongada en cultivos celulares.
La secuencia de nucle6tidos de 1a region 5' no
cidificante (5' UTR) del genoma del virus de la
fiebre aftosa (VFA) R100, rescatado después de

Modifications of the 5' untranslated region of
foot-and-mouth disease virus after prolonged
persistence in cell culture.

The nucleotide sequence of the 5'-untranslated
region (5’UTR) of the genome of foot-and-mouth
disease virus (FMDV) R100, rescued after 100

Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 59, 1993
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100 pasajes en células BHK-21 persistentemente
infectadas, fue comparada con aquella del virus
parental C-S8cl. La divergencia de la secuencia de
nucleétidos entrelosdosvirus esdel 1%enregiones
heteropoliméricas. Las pocas mutaciones loca-
lizadas en 1a regién 5' terminal (fragmento S) y en
el sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) no
parecen afectar, de manera significante, la firme
estructura secundaria pronosticada para estos
segmentos del ARN. Una comparacion de la 5'
UTR del ARN del C-S8cl 0del R100 con lade otros
serotipos y subtipos del aftovirus indicala presencia
de deleciones (o inserciones) en bloque, no correla-
cionadas con la clasificacion serologica del VFA.
Curiosamente, el VFA R100, un virus altamente
atenuado para ratones y ganado, contiene un tracto
de poliribocitidinilado (poli [C]) de aproximada-
mente 420 nucledtidos, 145 residuos mas que su
parental, el virulento C-S8cl. Este poli (C )largo
del ARN del R100 incluye unos pocos residuos de
uridina, distribuidos a intervalos bien regulares.
Este es el tracto altamente homopolimérico mds
largo descrito en un genoma viral y, segun nos
consta, en cualquier biomolécula informacional.

passages of persistently infected BHK-21 cells, has
been compared with that of the parental FMDV C-
S8cl. The nucleotide sequence divergence be-
tween the two viruses in heteropolymeric regions
is 1%. The few mutations located at the 5'-most
terminal region (S fragment) and at the internal
ribosome entry site (IRES) do not appear to affect
significantly the tight secondary structure pre-
dicted for these RNA segments. Comparison of the
5°UTR of C-S8c1 or R100 RNA with that of other
FMDV serotypes and subtypes indicates the pres-
ence of block deletions (or insertions) which do not
correlate with the serological classification of
FMDV. Remarkably, FMDV R100, a virus highly
attenuated for mice and cattle, contains a
polyribocytidylate (poly C) tract of about 420 nucle-
otides, 145 residues longer than its parental, viru-
lent FMDV C-S8cl. This long poly C of R100
RNA includes a few uridine residues interspersed
at fairly regular intervals. Thisis the longest highly
homopolymeric tract described in a viral genome
and, to our knowledge, in any informational
biomolecule.

FONDEVILA, D., URIONA, C., DUFFY, S, LEON, E,, SCHUDEL, A A.
Texto en espafiol. Veterinaria Argentina, 9 (90): 686-696, 1992. In: Vet. Bull., 63 (7), 1993. Instituto
de Virologia e Instituto de Patobiologia, Centrode Investigaciones en Ciencias Veterinarias, cC.77

(1708) Moron, Buenos Aires, Argentina.

Determinacion de la actividad viraly del nivel de
inmunidad poblacional en bovinos vacunados
contra el virus de la fiebre aftosa, en el partido de
Navarro.

Con el fin de obtener informacion epide-
miologica sobre la infeccion provocada por el virus
de la fiebre aftosa (VFA) en Argentina, durante
1991 se llevé a cabo un estudio estadistico con 348
bovinos provenientes de 71 haciendas del partido
de Navarro, provincia de Buenos Aires. Mediante
el uso de métodos seroldgicos se determiné el
estado de inmunidad y la prevalencia de infeccion
(anticuerpos contra antigenos virales). Se descu-
brieron parametros de correlacion entre titulos
neutralizantes y proteccién a través del método
logit. El indice de inmunidad poblacional para los

Resimenes - Abstracts

Determination of viral activity and population
immunity level in cattle vaccinated against  foot-
and-mouth disease virus in the Navarro region.

To obtain epidemiological information about
foot-and-mouth-disease virus (FMDV) infection
in Argentina, a statistical study was carried out on
348 cattle from 71 farms of the Navarro region,
Buenos Aires Province, during 1991. Immune
status and infection prevalence (antibodies against
viral antigens) were determined using serological
methods. Correlation parameters between neutral-
izing titres and protection was found using the logit
method. The population immunity rate for FMDV
subtypes A Argentina 87, A Argentina 79 and C
Argentina 85 was 50%, and for O, Caseros 77%



subtipos A Argentina 87, A Argentina 79 y C
Argentina 85 fue de 50%, y para O, Cascros, de
77% (niveles medio altos). Estos valores pueden
ser considerados bastante aceptables, visto que las
muestras fueron recolectadas al final del periodo
de proteccion vacunal (6 meses después de la
vacunacidn, en bovinos menores de 2 aifios, y 12
meses después de la vacunacién, en mayores de 2
afios). Niveles inferiores de inmunidad fueron
constatados en bovinos menores de 1 afo. Fue
detectada actividad viral en el 93% de las hacien-
das. La prevalencia de infeccion fue del 16% en
bovinos menores de 1 afio y del 37,6% en mayores
de 1 afio. Los indices mas elevados de infeccion
fueron encontrados en rebafios de cria.
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(high-medium levels). These values can be consid-
ered quite acceptable since samples were collected
at the end of the vaccinal protection period (6
months after vaccination in those younger than 2
years and 12 months after vaccination in those
older than 2 years). Lower levels of immunity were
seen in cattle younger than 1 year. Viral activity
was detected in 93% of the farms. Infection preva-
lence was 16% in cattle < 1 year old and 37.6% in
those > 1 year old. Highest rates of infection were
found in breeding herds.

GONZALEZ, M., MATEU, M.G., MARTINEZ, M.A,, CARRILLO, C., SOBRINO, F.
Texto en inglés. Vaccine, 10 (11) 731-734, 1992. Dep. Sanidad Anim., CIT-INIA, C/, Embajadores

68, 28012 Madrid, Espaiia.

Comparicion de la proteina VP1 de la cdpside de
los virus usados para la produccion y desafio de
vacunas antiaftosa en Espafia.

Se ha encontrado uma frecuencia significativa
de substitucién de aminoécidos, que afectan sitios
antigénicos importantes en la proteina VPI de la
capside entre las preparaciones virosas utilizadas
para la produccion y para el desafio, en ensayos de
proteccion, de las vacunas antiaftosa. Las subs-
tituciones de aminodcidos presentes en uno de los
virus estudiados abolieron su reactividad con dos
anticuerpos monoclonales neutralizantes que
reconocieron epitopes diferentes en VPL. Por lo
tanto, los resultados obtenidos ilustran el alto
potencial para la variacion antigénica introducida
por los miultiples ciclos de crecimiento a que
normalmente se someten las cepas utilizadas para
la produccioén y desafio de vacunas antiaftosa.

HANCOCK, R.D., PRADO, J.A.P.

Comparison of capsid protein VP1 of the viruses
used for the production and challenge of foot-
and-mouth disease vaccines in Spain.

A significant frequency of amino acid substi-
tution, that affect important antigenic sites on
capsid protein VP1, has been found among viral
preparations used for the production and for chal-
lenge, in protection assays, of foot-and-mouth
disease (FMD) vaccines. The amino acid substitu-
tions present in one of the viruses studied abolished
its reactivity with two neutralizing monoclonal
antibodies that recognized different epitopes on
VP1. Thus, the results obtained illustrate the high
potential for antigenic variation introduced by the
multiple cycles of growth usually undergone by the
strains used for the production and challenge of
FMD vaccines.

Texto en inglés. Veterinary Record, 132 (11): 278-279, 1993. Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor”, Caixa Postal 2076, 90001 Porto Alegre, RS, Brasil.

La fiebre aftosa en un rebario de ovejas en el sur
del Brasil.

En 1990, unbrote de ficbre aftosa (FA) afectd
4 haciendasenRio Grandedo Sul, Brasil, causando

Foot-and-mouth disease in a flock of sheep in
southern Brazil.

In 1990 an outbreak of foot-and-mouth dis-
ease (FMD) affected 4 farms in Rio Grande do Sul,

Bol. Centr. Panam. Fiebre Afiosa, 59, 1993
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pérdidas significativas enovejas. Sellevéacaboun
estudio detallado en una de las haciendas donde se
recogi6 material orofaringeo y muestras sanguineas
en 5 visitas: dia O (aproximadamente 4 semanas
después del brote inicial) y los dias 59,102, 152y
194. Clinicamente, la enfermedad fue caracterizada
por grave cojera, pérdida de condicion fisica y
aborto en ovejas, no se notaron lesiones orales.
Alrededor del dia 59, aproximadamente 40% de
las ovejas del rebafio o habian fallecido o estaban
tan debilitadas que fueron muertas por perros. En
las visitas siguientes, no se observaron sefiales de
laenfermedad. El diagnosticode FA fue confirmado
por cultivo del virus tipo O subtipo 1 de una lesion
vesicular de lengua bovina, en la hacienda. La
presencia de anticuerpos a un antigeno asociado a
una infeccién del virus de FA al comienzo del
estudio, asi como la presencia de altos titulos de
anticuerpos virusneutralizantes, que fueron dismi-
nuyendo durante el periodo de la investigacion,
indicaron que la infeccion habia sido reciente.
Cultivos de virus produjeron el virus de la FA tipo
Oy demostraron que algunas de las ovejas conti-
nuaron como portadoras del virus durante el periodo
del estudio. Se recomienda que el riesgo represen-
tado por ovejas portadoras para ¢l ganado no
vacunado del area deberia ser evaluado antes de
declararse esta area "libre de FA", como parte del
esquema deerradicacion de FA enla regiondel Rio
de la Plata.

HINGLEY, P.J.

Brazil causing significant sheep losses. A detailed
study was carried out on one of the farms where
oropharyngeal scrapings and blood samples were
taken on 5 visits: day O (approximately 4 weeks
after theinitial outbreak) and days 59, 102, 152 and
194. Clinically, the disease was characterized by
severe lameness, loss of body condition and abor-
tion in ewes; no oral lesions were seen. By day 59
approximately 40% of the sheep flock had either
died or become so debilitated that they had been
killed by dogs. No signs of disease were seen on
subsequent visits. The diagnosis of FMD had been
confirmed following culture of virus type O subtype
1 from a vesicular lesion on a bovine tongue on the
farm. The presence of antibodies to FMD virus
infection associated antigen at the start of the
investigation and the presence of high virus neu-
tralizing antibody titres which declined over the
investigation period indicated that the infection
was recent. Virus cultures yielded FMD virus type
0 and demonstrated that some of the sheep contin-
ued to carry virus throughout the investigation. It
is suggested that the risk posed by carrier sheep to
unvaccinated stock in the area should be assessed
before the area is declared “FMD free” as part of
the River Plate FMD eradication scheme.

Texto en inglés. Biometrics, 47 (3): 1019-1047, 1991. Tokyo Securities Co. (Europe) Limited, 1
London Wall Buildings, London Wall, London EC2M 5PP, UK.

Un modelo de curso de tiempo basado en la
seleccion clonal, para las respuestas de los
anticuerpos a la vacuna inactivada, con aplica-
ciones en la fiebre aftosa.

Se revisan los modelos publicados para el
curso de tiempo de la respuesta inmunitaria, con
respecto a su aplicabilidad a los datos obtenidos de
animales inoculados con vacuna inactivada. Se
necesitan modelos sencillos para que sean clarosy
directos los procedimientos de ajuste estadistico.
Se ha determinado la utilidad de una clase de

Restimenes - Abstracts

A clonal selection based timecourse model for
antibody responses to killed vaccine, with appli-
cations to foot and mouth disease.

Published models for the timecourse of the
immune response are reviewed for their applicabil-
ity to data from animals that have been injected
with killed vaccine. Simple models are required so
that statistical fitting procedures become straight-
forward. A class of models that incorporates the
concept of clonal selection has been found useful.



modelos que incorpora el concepto de la seleccién
clonal. La memoria inmunitaria se describe en
términos de la persistencia de la afinidad mediana
de anticuerpos cuando la concentracién global de
anticuerpos haya declinado hacia la linea base. El
modelo se demuestra por medio de 1as distribuciones
de afinidad por puntos multiples y densidades
exponenciales negativas iniciales, a partir de las
cuales se puedan desarrollar las condiciones para
su demarcacién. Se hacen predicciones que son
consistentes con lasexperiencias sobre la evolucién
de datos del inmunoensayo, utilizando la vacuna
antiaftosa.

KITCHING, R.P.
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Immune memory is described in terms of persis-
tence of mean antibody affinity when the overall
concentration of antibody has declined towards
background. The model is demonstrated on
multipoint affinity distributions and initial nega-
tive exponential densities, from which conditions
for boundedness can be developed. Predictions are
made that are consistent with experiments on the
evolution of immunoassay data using foot and
mouth disease vaccine.

Textoeninglés. British Veterinary Journal, 148 (5):375-388,1992.1n: Vet. Bull., 63 (1), 1993. World
Reference Laboratory for Foot-and Mouth Disease, Pirbri ght Laboratory, Institute for Animal Health,

Ash Road, Pirbright, Surrey, UK.

La aplicacién de la biotecnologia en el control
del virus de la fiebre aftosa.

Estetrabajo indica que labiotecnologia todavia
no ha realizado la promesa inicial con respecto al
control de la fiebre aftosa. Sin embargo, ya est4
complementando a la epidemiologia al propor-
cionarle herramientas especificas y muy sensibles
paralaidentificaciény caracterizacion de las cepas
del virus de la fiebre aftosa. Hoy en dia se dispone
de mucho mas conocimiento sobre la evolucién del
virus en varias situaciones de campo, como conse-
cuencia del desarrollo de la reaccion en cadena de
la polimerasa y las técnicas para la secuencia de
nucledtidos. Aunque los genes individuales del
virus pueden ser clonados para producir una
cantidad de vectores, la biotecnologia todavia no
ha producido ninguna vacuna segura y eficaz para
substituir la vacuna convencional derivada de
cultivos de tejidos. La investigacion prosigue pero,
hasta que haya un descubrimiento mayor, se
concluye que el control y erradicacion de la fiebre
aftosa dependen de las técnicas epidemiolégicas
clasicas, usando los nuevos métodos biotec-
nolégicos.

The application of biotechnology to the control
of foot-and-mouth disease virus.

This review indicates that biotechnology has
not fulfilled its initial promise in relation to the
control of foot-and-mouth-disease. However, it is
now complementing epidemiology by providing
very sensitiveand specific tools foridentifying and
characterizing strains of FMD virus. Much more
is now known about the evolution of the virus in
various field situations, as a result of the develop-
ment of polymerase chain reaction and nucleotide
sequence techniques. Although the individual
genes of the virus can be cloned into a number of
vectors, a safe and effective vaccine has not yet
been produced by biotechnology to replace the
conventional tissue culture derived vaccine. Re-
search is continuing, but until a major break-
through is made, it is concluded that control and
eradication of FMD still relies on classical epide-
miological techniques, making use of new bio-
technological methods.
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LIN, Y.L, LIU, S.T., YANG, Y .H,, CHIU, S.Y., PAN, IL.C.
Texto en inglés. Taiwan Journal of Veterinary Medicine and Animal Husbandry, 60 35-42, 1992.
In: Vet. Bull., 63 (1), 1993. Taiwan Res. Inst. Animal Health, Tansui, Taiwan.

Deteccion del gen del ARN polimerasa del
aftovirus, a partir de células infectadas por reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR).

Fueron utilizados tres juegos de oligonu-
cledtidos iniciadores para amplificar el genoma
del aftovirus, en la reaccion en cadena de la
polimerasa. Los primeros dos juegos, con
iniciadores FMD-485, FMD-49 y FMD-78,
amplificaron 8 de las 11 cepas del aftovirus
probadas, AS, ASW, A24, C1,C3, SAT1, SAT2y
SATS3, perono Ol-Lomb, O1-Campos o Asia-1. El
tercer juego de iniciadores basados en la secuencia
de nucledtidos para la polimerasa del ARN, de C1-
Santa Pau (C-58) detectd con éxito el Ol-Lomb y
Asia-1, pero no el Ol-Campos. Se llegé a la
conclusion que entre los masimportantes serotipos
y subtiposexiste una heterogeneidad enla secuencia
de nucleétido de la parte no funcional del gen del
ARN polimerasa y que las diferencias son detec-
tables por la técnica de PCR.

Detection of RNA polymerase gene of foot-
and-mouth disease virus (FMDV) from in-
fected cell by polymerase chainreaction (PCR).

Three sets of oligonucleotide primers were
used to amplify the aphthovirus genome in the
polymerase chain reaction. The first 2 sets, with
primers FMD-485, FMD-49, and FMD-78, am-
plified 8 of the 11 aphthovirus strains tested, AS,
ASW, A24,C1,C3,SAT1,SAT2 and SAT3, but
not O1-Lomb, O1-Campos, or Asia-1. The third
set of primers based in the nucleotide sequence
for the RNA polymerase of C1-Santa Pau (C-58)
successfully detected O1-Lomb and Asia-1 but
not O1-Campos. It was concluded that among
the major serotypes and subtypes there is a
heterogeneity in the nucleotide sequence for the
non-functional portion of the RNA polymerase
gene and that the differences are detectable by
the PCR technique.

McCULLOUGH, K.C., SIMONE DE, F., BROCCHL, E., CAPUCCI, L., CROWTHER, JR., KIHM, U.
Textoen inglés.J. Virol., 66 (4): 1835-1840,1992. Inst. Viruskr. und Immunprophylaxe, Hagenaustr.

74, CH-4025 Basel, Switzerland.

La respuesta inmunitaria protectora contra la
fiebre aftosa.

Los agentes causantes de la fiebre aftosa son
pequefios virus icosaedrales del grupo aftovirus de
la familia Picornaviridae. No existe evidencia de
que estos virus infecten las células del sistema
inmunitario o, de otra forma, interfieran en detri-
mento de su funcion; ademas, no ha sido posible
relacionar las reacciones de citotoxicidad contra
las células infectadas por el aftovirus con la eficacia
de la respuesta inmunitaria a la infeccion por este
virus. Por otra parte, existe unaasociacion estrecha
entreel anticuerpo contra el aftovirus y la respuesta
inmunitaria protectora. La induccién de este
anticuerpo depende de la estructura de los sitios
antigénicos virales y de la presencia concomitante

Resumenes - Abstracts

Protective immune response against foot-and-
mouth disease.

The causative agents of foot-and-mouth dis-
ease (FMD) are small icosahedral viruses of the
Aphthovirus group within the Picornaviridae fam-
ily. There is no evidence that these viruses infect
cells of the immune system or otherwise interfere
detrimentally with their function; additionally, it
has not been possible to relate cytotoxicity reac-
tions against virus-infected cells to the efficacy of
the immune response against FMD virus infection.
In contrast, there is a close association between
FMD virus antibody and the protective immune
response. Induction of this antibody is dependent
on the structure of the viral antigenic sites and on
the concomitant presence of Th-lymphocyte



de los epitopes de linfocitos Th, aunque se haya
informado de una respuesta independiente del
linfocito Th. La respuesta inmunitaria inducida
por el aftovirus era dependiente del linfocito Th
solamente cuando se usaban dosis bajas de antigeno.
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epitopes, althrough a Th-lymphocyte-independent
response has been reported. The immune response
induced by FMD virus was only Th-lymphocyte
dependent when low doses of antigen were used.

MASSIRIO, 1., PATTACINI, O., BERGOMI, S., LODETTI, E., PANINA, G.F.
Texto enitaliano. ATTI della Federazione Mediterranea Sanita e Produzione Ruminanti, 1,257-262,
1991. Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia, Brescia, Italy.

La inmunidad calostral en corderos paridos por
ovejas multivacunadas con vacuna antiaftosa
trivalente tipo O/A/C: la cinética de anticuerpos.

Dos meses antes del parto, se inocularon 18
ovejas prefiadas provenientes de un rebaiio
vacunado regularmente contra lafiebre aftosa con
2ml delavacunaantiaftosa trivalente. Se recogieron
muestras de sueros de los 18 corderos alos 10, 20,
40, 60, 90y 120 dias de edad. Tres de los corderos
recibieron la vacuna trivalente a los 90 dias de
edad. No hubo diferencia en los titulos de
anticuerpos o en el decaimiento de la inmunidad a
los tres antigenos. La vacunacién produjo un
aumento significativo de inmunidad y se concluye
que no habia evidencia de que los anticuerpos
maternales hubieran interferido en la vacunacion.

Colostral immunity in lambs born to multi-
vaccinated sheep vaccinated with trivalent 0/A/
C anti-foot-and-mouth disease vaccine: anti-
body kinetics.

18 pregnant ewes from a flock regularly
vaccinated against foot-and-mouth disease (FMD)
were given 2 ml of trivalent FMD vaccine 2
months before parturition. Serum samples were
taken from the 18 lambs at 10, 20, 40, 60, 90 and
120 days of age. Three of the lambs were given the
trivalent vaccine at 90 days of age. There was no
difference in antibody titres or in the decay in
immunity to the 3 antigens. Vaccination produced
a significant increase in immunity and it is con-
cluded that there was no evidence of maternal
antibodies interfering with vaccination.

MERSIE A., TAFESSE, B., GETAHUN, F., TEKLU, W.
Textoeninglés. Tropical Animal Health and Production, 24 (3): 144, 1992, In: Vet. Bull., 63(3), 1993.
Dire Dawa Regional Veterinary Laboratory, Ethiopia.

Las pérdidas causadas por la fiebre aftosa en un
drea de agricultura mixta en el este de Etiopia.

Una epidemia en la region de Hararge, en el
este de la Etiopia, tradicionalmente un area de
agricultura mixta, brindé una oportunidad para
substanciar o refutar la creencia popular de que la
fiebre aftosa no afecta adversamente al ganado
indigena. Seexaminaron clinicamente los bovinos
enfermos en rebarios afectados y se recogieron
muestras en 17 Asociaciones de Campesinos, para

Losses from foot-and-mouth disease in a mixed
Jarming area of eastern Ethiopia.
Anepidemicin the Hararge Region of Eastern
Ethiopia, a traditional mixed farming area, pre-
sented an opportunity to substantiate or refute the
common belief that FMD has no adverse effect on
indigenous cattle. Sick cattle in affected herds were
examined clinically and specimens for laboratory
confirmation were collected in 17 Peasant Asso-
ciations. In addition, questionnaires were com-
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confirmacién en laboratorio. Ademads, 259 agricul-
tores que conocian la enfermedad completaron los
cuestionarios; €l 96%de ellosla llamabade "masa."
Se considerd como origen de la infeccién a tres
fuentes de agua regularmente visitadas por los
rebafios de ganado de las tierras bajas. El libre
movimiento de los animales contribuyé a la
diseminacion de laenfermedad através de grandes
areas de la region. Todos los animales enfermos
examinados presentaban seilales clinicas tipicas
de la fiebre aftosa; la mayoria (86%) tenia lesiones
orales y podales, mientras que los demds tenian
solamente lesiones orales. La enfermedad también
se observo en ovejas y cabras que tenian contacto
con los enfermos. Todas las muestras enviadas al
Centro Mundial de Referencia de Fiebre Aftosa, en
Pirbright, Inglaterra, contenian el virus aftoso tipo
0. De los 898 bovinos examinados, 543 (60,5%)
desarrollaron la enfermedad. De un total estimado
de 150 terneros murieron nueve (6%). También se
infectaron cinco de 21 ovejas (71%) y 40 de 64
cabras (62,5%). Aproximadamente un terciode los
propietarios trataba los animales enfermos apli-
cando en sus lesiones miel y una mezcla de sal y
pimienta. Cuando se les pregunto si consideraban
perjudicial la enfermedad, el 64% respondi6
afirmativamente; de este total, el 83% mencion6
especificamente la pérdida delechey lainterrupcion
en el cultivo de la tierra debido a la falta de
animales para tirar el arado, lo que perduraba por
un minimo de 20 dias.

pleted by 259 farmers, all of whom were familiar
with the disease and 96% called it Massa. Three
watering points visited lowland cattle herds were
regarded as the source of infection. The free move-
ment of animals contributed to the spread of the
discase over large areas of the Region. All sick
animals examined had clinical signs typical of
FMD; most (86%) had oral and foot lesions, the
rest having oral lesions only. The disease was also
observed in in-contact sheep and goats. All speci-
mens sent to the World FMD Reference Centre at
Pirbright contained type O FMD virus. Of 898
cattle examined 543 (60.5%) developed the dis-
ease. Nine out of an estimated total of 150 calves
(6%) died. Five of 21 sheep (71%) and 40 out 64
goats (62.5%) were also affected. Nearly one third
of the owners treated the sick by dressing the
lesions with honey and a mixture of common salt
and pepper. When the owners were asked whether
they consider the disease harmful 64%said yes and
among them 83% specifically mentioned loss of
milk and interruption of ploughing for at least 20
days.

MEYER, R.F., BROWN, C.C., HOUSE, C., HOUSE, J.A., MOLITOR, T.W.
Texto en inglés. J. Virol. Methods., 34 (2): 161-172,1991. USDA-APHIS-S & T-NVSL-FADDOL,

P.O. Box 848, Greenport, NY 11944, USA.

Deteccion rapiday sensible del virus de la fiebre
aftosa en tejidos por la amplificacion enzimdtica
del ARN del gen de la polimerasa.

Se investigo la deteccion directa del virus de
la fiebre aftosa (VFA) en tejidos de bovinos y
porcinos infectados, usando unatécnica modificada
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se
encontrd un alto grado de conservacion entre los
siete serotipos virales, en la region genomica del

Restiimenes - Abstracts

Rapid and sensitive detection of foot-and-mouth
disease virus in tissues by enzymatic RNA ampli-
fication of the polymerase gene.

Direct detection of foot-and-mouth disease
(FMD) virus from infected bovine and porcine
tissue was investigated using a modified poly-
merase chain reaction (PCR) technique. A high
degree of conservation was found in the genomic
region coding for the viral RNA polymerase among



ARN virico que codifica para la polimerasa. Se
construyeron un par oligomérico y una sonda a
partir de los datos de la secuencia consenso dentro
de esta 4rea. La técnica fue especifica, segiin se
determiné por el examen de por lo menos otros 12
virus, incluyendo enterovirus y otros agentes de las
enfermedades vesiculares. La amplificacion
enzimatica in vitro del ADNc del ARN virico
utilizando la técnica modificada de PCR, es
altamente especifica, ripida y por lo menos, tan
sensible como los procedimientos usados hoy en
dia para el diagndstico del VFA en laboratorio.

NAIR, S.P,, SEN, AK.
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the seven FMD viral (FMDV) serotypes. An oligo-
meric pair and probe were constructed from con-
sensus sequence data within this area. The tech-
nique was specific, as determined by examination
of at least 12 other viruses, including enteroviruses
and other agents of vesicular disease. In vitro
enzymatic amplification of cDNA from FMDV
RNA using the modified PCR technique is highly
specific, rapid and at least as sensitive as presently
used procedures for FMDYV laboratory diagnosis.

Texto en inglés. Indian J. Virol., 7 (1): 33-45, 1991. In: Vet. Bull., 63 (4), 1993. Indian Veterinary
Research Institute, Bangalore Campus, Hebbal, Bangalore 560 024, India.

Estudios de crecimiento delvirus tipo Asia-1dela
fiebre aftosa, en diferentes sistemas celulares.
Se investigd el crecimiento del virus tipo
Asia-1 de la fiebre aftosa en células primarias de
rifibn de ternero y células BHK-21. El efecto
citopatogénico (CPE) fue grande después de 4
horas de infeccioén en células de suspension Razi,
células de suspension BHK-21 Bangalore y en
células primarias de rifién de ternero. El titulo mas
alto de infectividad fue registrado a las 16 horas de
infeccion. Todos los sistemas de células indicaron
40 UFC/ml a las 4 horas, creciendo gradualmente
hasta llegar al pice entre las 12 y 24 horas después
de su infeccién. Fueron examinadas las caracte-
risticas de placas del virus Asia-1 en diferentes
sistemas celulares. Se acusé presencia de placas
predominantemente grandes, y algunas de tamaiio
medio, en células de rifion de ternero. En
monocamadas de células BHK-1 Glasgow, la
mayoria de las placas fueron de tamafio medio,
mientras que en células de suspension BHK fueron
principalmente placas pequefias. Los virus
cultivados en células primarias de rifién de ternero
alcanzaron un maximo de antigeno 146S alas 24
horas de infeccion. En un sistema de células BHK -
2], tanto en monocamada como en suspension, se
registréun maximo de antigeno 146S alas 16 horas
de infeccion. En cambio, en células de suspension
Lindholm, el miximo de contenido de 1468 fue
registrado a las 24 horas de infeccion.

Growth studies of foot and mouth disease virus
type Asia-1 in different cell systems.

The growth of foot and mouth disease virus
type Asia-1 was investigated in primary calf kid-
ney cells and BHK-21 cells. The cytopathogenic
effect (CPE) was large after 4 h of infection in Razi
suspension cells, BHK-21 Bangalore suspension
cells and in primary calf kidney cells. The highest
infectivity titre was recorded at 16 h after infection.
All the cell systems gave 40 CFU/ml at 4 h and it
gradually increased and reached a maximum be-
tween 12 to 24 h of infection. The plaque charac-
teristics of Asia-1 virus were studied in different
cell systems. Mostly large plaques and a few
medium size plaques were present in calf kidney
cells. In BHK-21 Glasgow monolayer cells most
plaques were of medium size whereas in BHK
suspension cells mostly small plaques were ob-
served. Virus grown in primary calf kidney cells
yielded maximum 1468 antigen at 24 h of infec-
tion. InBHK-21 cell systemboth in monolayer and
in suspension, maximum 146S antigen was re-
cordedat 16 hafterinfection. Whereasin Lindholm
suspension cells the maximum 146S content was
recorded at 24 h after infection.
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PALANISAMY, R., RAMANNA, B.C., ANANDA RAQ, K., SRINIVASAN, V.A.
Texto en inglés. Microbiologia, 15 (1): 45-50, 1992, In: Virol. & AIDS Abst., 26 (1), 1993. Indian
Immunol., 11-4-657, Lakdi-ka-Pul, 500 004 Hyderabad, India.

La vacunacion combinada de ganado contra la
fiebre aftosa y la rabia.

Tres grupos de terneros cruzados fueron
vacunados, uno con la vacuna antiaftosa, uno con
unacombinacién de vacuna antiaftosay antirrabica
y uno con vacuna antirrdbica. Se determiné la
eficacia de las vacunas mediante ensayos de
anticuerpos obtenidos en sueros a diferentes
intervalos posvacunacion. Los resultados del estudio
indicaron que la respuesta inmunitariade animales,
sea a una sola inoculacion de vacuna antiaftosa, o
alacombinacion de vacunas antiaftosay antirrabica,
fue insatisfactoria debido a los anticuerpos
maternales derivados contra el antigeno del virus
de la fiebre aftosa. La aplicacion de solamente el
antigeno rabico, o del antigeno rabico mezclado
conel del virus de la fiebre aftosa, indujeron titulos
satisfactorios de anticuerpos frente al antigeno
rabico. No hubo respuestas seroldgicas significa-
tivamente diferentes en animales que recibieron
sololavacuna antiaftosa, solo lavacuna antirrabica
o la vacuna combinada antiaftosa-antirrabica.
Una prueba de potencia de la vacuna antiaftosa,

PAY, TW.F., HINGLEY P.J.

Combined vaccination of cattle against FMD
and rabies.

Three groups of crossbred calves were vacci-
nated with FMD vaccine only, combined FMD +
rabies vaccine and rabies vaccine alone. Efficacy
of the vaccines was determined by serum antibody
assay at different intervals postvaccination. The
results of the study indicated that the immune
response of animals to a single inoculation of FMD
vaccine only as well as combined FMD + rabies
vaccine was unsatisfactory due to maternally de-
rived antibodies to FMD virus antigen. Rabies
antigen alone as well as combined FMD + rabies
antigen induced satisfactory serum antibody titres
to rabies antigen. There was no significantly dif-
ferent serological responses in animals adminis-
tered FMD vaccine only, rabies vaccine only or
combined FMD + rabies vaccine.

Texto en inglés. Vaccine, 10 (10); 707-713, 1992. 6 Claremont Dr., Woking, Surrey GU22 7SQ, UK.

basada en la respuesta de anticuerpos sero-
neutralizantes producidos en ganado.

Se describe un método para convertirun titulo
medio de anticuerpos seroneutralizantes, después
de la vacunacién primaria, directamente en un
valor de porcentaje de proteccion, aplicando una
sola curva de regresion. Esto representa ventajas
sobre el método indirecto en que se estima
primeramente un valor de potencia, en laescala de
dosificacién log de antigenos, antes de la conversion
enun valor de porcentaje de proteccion, ya que esto
exigeel uso de trescurvas deregresion individuales.

Restimenes - Abstracts

A potency test method for foot and mouth disease
vaccine based onthe serum neutralizing antibody
response produced in cattle.

A method is described for converting a mean
serum neutralizing antibody titre after primary
vaccination directly into a percentage protection
value using a single regression slope. This has
advantages over the indirect method in which a
potency value is first estimated on the log antigen
dose scale before conversion to a percentage pro-
tection value, since to do this requires the use of
three separate regression slopes. Test designs for



Se formularon disefios de pruebas para el método
serolégico, los cuales corresponden a las Reco-
mendaciones del afio de 1975 de la Oficina
Internacional de Epizootias y que poseen estdndares
minimos de potencia, al menos tan altos como los
del método de extincion de la dosis del punto final
de vacuna, de la Farmacopea europea .
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the serological method have been formulated that
meet the 1975 Recommendations of the Office
International des Epizooties, and which possess
minimum potency standards at least as high as
those of the European Pharmacopoeia’s vaccine
dose extinction endpoint method.

PERIOLO, O.H., SEKI, C., GRIGERA, P.R., ROBIOLO, B., FERNANDEZ, G., MARADEI, E.,

D'ALOIA, R, TORRE, J.L. LA.

Texto en inglés. Vaccine, 11 (7): 754-760, 1993. Centro de Virologia Animal (Cevan-Conicet),

Serrano 661, (1414) Buenos Aires, Argentina.

Uso en gran escala de la prueba ELISA de tipo
"sandwich" de bloqueo en fase liquida para la
evaluacion de la inmunidad protectora frente al
aftovirus en bovinos vacunados con vacunas con
adyuvante oleoso en la Argentina.

Seevaluaron los niveles de actividad de sueros
especificos contra 4 cepas del virus de la fiebre
aftosa (VFA) de referencia, en 1634 animales
inmunizados con vacunas comerciales cuadriva-
lentes con adyuvante oleoso, y en 746 animales
normales no vacunados, usando la prueba ELISA
tipo "sandwich" de bloqueo de la fase liquida
(IpPELISA). Vacasdel drea libre de ficbre aftosa de
la Argentina fueron examinadas para determinar
la ausencia de anticuerpos especificos al VFA (sp
VFA Acs) y aquellas que presentaron titulos de
IpELISA <1,0 fueron agrupadas en lotes de 16
animales. Ellas fueron vacunadas y desafiadas a
los 90 dias posvacunacién (DPV),con la descarga
de 1 a 4 cepas utilizadas para la produccién y
control de vacunas (cepas prototipos). Muestras de
sueros de vacas vacunadas, y de las de control se
recogieron a los 60y 90 DPV, y el nivel de sp VFA
Acs fue determinado por la prueba IpELISA. Los
animales fueron examinados para detectar sefiales
clinicas de la enfermedad. Los niveles de titulos de
los sueros IpELISA fueron directamente correla-
cionados con el porcentaje de animales protegidos, y
el 100, 98, 93, y 87% de los bovinos vacunados con

Large-scale use of liquid-phase blocking sand-
wich ELISA for the evaluation of protective
immunity against aphthovirus in cattle vacci-
nated with oil-adjuvanted vaccines in Argentina.

Specific serum activity levels against 4 refer-
ence strains of foot-and-mouth disease virus
(FMDV) were evaluated from 1634 animals vacci-
nated with commercial quadrivalent oil vaccines
and from 746 unvaccinated, naive animals, using
the liquid-phase blocking sandwich ELISA
(1pELISA) test. Cows from the FMD V-free area of
Argentina were tested for the absence of specific
FMDYV antibodies (sp FMDV Abs) and those show-
ing IpELISA titres < 1.0 were grouped in lots of 16
animals. They were vaccinated and challenged at
90 days postvaccination (DPV) with 1 of 4 virus
strains used for vaccine production and control
(prototype strains). Serum samples from vacci-
nated and control cattle were collected 60 and 90
DPV and the level of sp FMDV Abs was deter-
mined by 1pELISA. Animals were examined for
clinical signs of disease. Serum 1pELISA titre
levels were directly correlated with the percentage
of protected animals, and 100, 98, 93 and 87% of
the vaccinated cattle with antibody titre levels >2, 1
were protected against challenge with serotypes
C85, A87,01 Casand A79, respectively. Evidence
is also presented of seroconversion in a sample of
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niveles de titulos >2,1 fueron protegidos contra un
desafio con los serotipos C85, A87, Ol Cas y A79,
respectivamente. También se presenta evidencia de
seroconversion en una muestra de terncros de 3 a 5
meses de edad vacunados en el campo, que indicaban
titulos de IpELISA compatibles con una proteccion
de hasta 150 DPV contra los 4 virus de la vacuna. Los
resultados apoyan fuertemente el uso de la prueba
IpELISA para una evaluacién rapida y confiable de
la eficacia de vacunas antiaftosa comerciales, asi
como parala evaluacionde lasituacion inmunolégica
del ganado en las regiones endémicas o libres de 1a
fiebre aftosa, en América del Sur.

3-5-month-old calves vaccinated in the field show-
ing 1pELISA titres compatible with protection
against the 4 vaccine viruses as long as 150 DPV.
Theresults strongly support the use of the 1pELISA
test for a rapid and reliable evaluation of the
efficacy of FMDV commercial vaccines as well as
for the assessment of the immunological status of
cattle in FMDV-free and endemic regions of South
America.

SAIZ J.C., RODRIGUEZ, A., GONZALEZ, M., ALONSO, F., SOBRINO, F.
Texto en inglés. J. Gen. Virol., 73 (10): 2601-2607, 1992. LN.L.A., Sanidad Animal, Embajadores

68, 28012, Madrid, Espaiia.

Respuesta linfoproliferativa heterotipica en
porcinos vacunados contra el virus de la fiebre
aftosa. Envolvimiento de proteinas de cdpsides
aisladas.

Se caracterizo la respuesta viral linfoproli-
ferativa in vitro, en porcinos vacunados contra el
virus dela fiebre aftosa (VFA). Células sanguineas
mononucleares periféricas de animales vacunados,
hasta un afio posinmunizacion (p.i.) revelaron una
respuesta dependiente del tiempo especifica al
VFA, en ensayos por blastogénesis celular
especifica al virus. La concentracion viral 6ptima
diminuyé con el tiempo (alrededor de 20 semanas
p-i.) y la respuesta fue mas rapida y mas débil. La
linfoproliferacion parece ser causada principal-
mente por células CD4+T. La respuesta fue
heterotipica, siendo inducida por todos los serotipos
probados (C, A y O), después de solo dos
vacunaciones con VFA del serotipo C (C-S8).
Cada proteina estructural individual evaluada
(VP1, VP2 y VP3) indujo proliferacion siendo
VP1y VP3 estimuladores mas eficaces. Laactividad
de seroneutralizacion in vitro y una produccion de
IgG especifica del VFA estaban activas auna 1 afio
p.i.

Resiimenes - Abstracts

Heterotypic ymphoproliferativeresponse in pigs
vaccinated with foot-and-mouth disease virus.
Involvement of isolated capsid proteins.

The in vitro viral lymphoproliferative re-
sponse of pigs vaccinated against foot-and-mouth
disease virus (FMDV) was characterized. Periph-
eral blood mononuclear cells from immunized
animals up to 1 year after immunization (p.i)
showed a time-dependent FMDV-specific response,
as assayed by virus specific celular blastogenesis.
The optimum viral concn decreased with time
(around 20 weeks p.i.) and the response was faster
and weaker. Lymphoproliferation appeared to be
mainly due to CD4+ T cells. The response was
heterotypic, being induced by all FMDYV serotypes
tested (C, A and O) after only 2 vaccinations with
FMDV of serotype C (C-S8). Each individual
structural protein assessed (VP1, VP2 and VP3)
induced proliferation, with VP3 and VP1 being
more effective stimulators. /n vitro serum neutral-
ization activity and FMDV-specific IgG produc-
tion were active even at 1 year p.i.
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of Veterinary Clinical Sciences, Massey University, Palmerston North, New Zealand.

Extension potencial de la diseminacion de la
fiebre aftosa: una encuesta del movimiento de
animales y materiales en Southland, Nueva
Zelandia.

Se llevd a cabo una encuesta de fincas en el
area de Southland, con el propésito de evaluar el
potencial para la diseminacién de la fiebre aftosa,
mediante los patrones normales de movimiento de
animales agricolas y materiales durante un periodo
semejante al que seria esperable desde la llegada
del virus a un establecimiento, hasta el dia del
diagnoéstico. Todos los agricultores que participaban
de la encuesta tenian que completar un diario, en
el que registraban todos los movimientos de perso-
nas, animales y materiales que ingresaban o
egresaban de sus fincas durante un periodo de 14
dias. La cantidad mediana de movimientos
registrados por cadafincaerade 50. Ladistribucion
de las distancias de los movimientos indic6 que la
mayoria ocurri6 dentro de la vecindad adyacente al
punto de origen, ocurriendo el 31,5% y 59,5% de
todos los movimientos dentro de un radio de 5 km
y 10 km, respectivamente. Para contener el 95%de
todos los movimientos, un area en la que se
controlara ¢l movimiento tendria que tener un
radio de 100 km. Los datos se utilizaron para
construir un modelo espacial de simulacion para el
estudio de los movimientos de egreso de una finca
de indice hipotético. Cuando se le incorporaron al
modelo los movimientos secundarios de egreso de
los destinos primarios, ¢l nimero promedio de
movimientos a ser trazado para contener la
enfermedad erade 100 (variacion 77 - 160) paraun
periodo de simulacion de 14 dias. El drea necesaria
para contener el 95% de todos los movimientos
tendia a aumentarse ligeramente, dependiendo de
laduracion dela corrida de simulacion. El promedio
de movimientos de alto riesgo que ocurrieron
dentro del radio de 100 km fue de 3.4.

The potential extent of transmission of foot-and-
mouth disease: a study of the movement of ani-
mals and materials in Southland, New Zealand.

A survey of Southland farms was conducted to
assess the potential for foot-and-mouth disease
dissemination through normal movement patterns
of farm animals and materials over a period similar
to what would be expected from the time the virus
arrived on a property to the time of diagnosis. Each
farmer participating in the survey was required to
complete a diary, recording all movements of
people, animals and material on to or off a farm
during a 14-day period. The mean number of
movements recorded per farm was 50. The distri-
bution of movement distances showed the majority
of movements occurred within the immediate
neighbourhood of the origin, with 31.5% and
59.5% of all movements occurring within Skmand
10 km respectively. In order to contain 95% of all
movements, an area where movement was con-
trolled would have to have a radius of 100 km. The
data was then used to construct a spatial simulation
model to study the movements off a hypothetical
index farm. When secondary movements off pri-
mary destinations were included in the model, the
mean number of movements to be traced to contain
the disease was 100 (range 77-160) for a 14-day
simulation period. The area required to contain
95% of all movements tended to increase sightly,
depending on the length of simulation run. The
mean number of high risk movements that oc-
curred over the 100 km radius was 3.4.
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SORENSEN, K.L., MADEKUROZWA, R.L., DAWE, P.

Textoeninglés. Veterinary Microbiology, 32 (3
P.O. Box 8101, Causeway, Harare, Zimbabwe.

Fiebre aftosa: la deteccion de anticuerpos en
sueros bovinos por la prueba ELISA de blogueo.

Se desarroll6 una prueba ELISA de bloqueo
para la deteccion de anticuerpos contra el virus de
la fiebre aftosa tipos SATI, SAT2 y SATS3, y para
la cuantificacién de anticuerposen unasola dilucion
de suero. Se utilizé el sistema avidina-biotina. La
prueba fue comparada a la ELISA de fase liquida
ejecutada en el Laboratorio Mundial de Referencia
paralaFiebre Aftosa. Se descubrié que proporciona
una logistica favorable y combina una alta especi-
ficidad con alta sensibilidad. La prueba cuantitativa
usando una sola dilucién de suero resulté también
€n una economia de recursos, y se considerd como
un método confiable y exacto para la evaluacién de
niveles de anticuerpos.

-4):253-265, 1992. Veterinary Research Laboratory,

Foot-and-mouth disease: detection of antibodies
in cattle sera by blocking ELISA.

A blocking ELISA was developed for the
detection of antibodies to foot-and-mouth disease
virus SAT1, SAT2 and SAT3 and for the quanti-
fication of antibodies on a single dilution of serum.
The avidin-biotin system was used. The test was
compared with the liquid-phase ELISA executed
at the World Reference Laboratory for foot-and-
mouth disease. It was found to have favourable
logistics and combined high specificity with high
sensitivity. The quantitative test using a single
dilution of serum was resource saving and was
thought to be a reliable and precise method for the
assessment of antibody levels.

THOMSON, G.R,, VOSLOO, W., ESTERHUYSEN, J.J., BENGIS, R.G.

Texto en inglés. Revue Scientifique et Techni

que - Office International des Epizooties, 11 (4): 1097-

1107,1992.In: Vet. Bull., 63(1), 1993. FMDV Laboratory, Veterinary Research Institute, Onderstepoort

0110, South Africa.

Mantenimiento del virus de la JSiebre aftosa en
bifalos (Synceros caffer Sparrman, 1779) en
Africa del Sur.

Usando las tasas de infeccién relacionadas
con la edad, derivadas de datos serologicos en
modelos disponibles de simulacién deterministica
y de simulacién estocastica, estos especialmente
desarrollados, fue posible comprobar que las tasas
basicas de reproduccion del aftovirus tipo SAT
(South African Territory), prevalente en bufalos,
son altas. Los modelos predicen una periodicidad
de infeccién en las manadas y, posiblemente, en la
poblacién como un todo. Por lo tanto, se concluye
que las manadas de bufalos se encuentran mas
infecciosas en ciertas épocas que en otras. Sin
embargo, ya que la mayoria de las infecciones en
bufalos tiende a no ser aparente, es dificil quctales
episodios sean identificados. El secuenciamiento
de parte del gen 1D de aislamientos derivados de

Restimenes - Abstracts

Maintenance of foot and mouth disease viruses
in buffalo (Synceros caffer Sparrman, 1 779) in
Southern Africa.

Using age-related infection rates derived from
serological data in available deterministic and
specially developed stochastic simulation models,
it was possible to establish that the basic reproduc-
tive rates for South African Territory (SAT) type
foot and mouth disease virus in buffalo are high.
The models predict that there is a periodicity of
infection within herds and possibly the population
asawhole. Thus, it is concluded that buffalo herds
are likely to be more infectious at some times than
at others. However, because most infections in
buffalo are inapparent, such episodes are difficult
to identify. Sequencing part of the 1D gene of
buffalo isolates and establishing antigenic profiles
with neutralising monoclonal antibodies and con-
ventional antisera showed that there is wide



bufalos, y el establecimiento de perfiles antigénicos
con anticuerpos monoclonales neutralizantes y
antisuero convencional, indicaron la existencia de
unaamplia variacion intratipica en las poblaciones
del virus tipo SAT que circulan en bufalos.
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intratypic variation within the SAT type virus
populations circulating in buffaloes.

VILLAVERDE, A., MARTINEZ, M.A., SOBRINO, F. DOPAZO J., MOYA, A., DOMINGO, E.
Texto en inglés. Gene, 103 (2): 147-153, 1991. In: Virol. & AIDS Abst., 26 (5), 1993. CBM-UAM,

Canto Blanco, 28049 Madrid, Espaiia.

Fijacion de mutaciones en el gen VPI del virus de
lafiebre aftosa:(pueden las cuasiespecies definir
un reloj molecular transitorio?

La cantidad de substituciones de nucleotidos
(nt) encontrada en el gen VPI (que codifica para la
proteina de la cipside virica entre dos de los 16
aislamientos estrechamente relacionados del virus
de la fiebre aftosa ha sido cuantificada como una
funciéon del intervalo de tiempo entre los
aislamientos. Uno de ellos (aislamiento C-S12)
incluye algunas substituciones encontradas en
aislamientos anteriores y otras substituciones
encontradas en aislamientos posteriores. El estudio
ha revelado la existencia de periodos alternativos
deevolucion rapiday de estabilidad genética relativa
del VPL. Proponemos que tal constancia pueda ser
la consecuencia de muestras de mutantes obtenidas
al azar de las cuasisespecies del virus de la fiebre
aftosa, seguido de su amplificacion en huéspedes
susceptibles (paragenerar una nueva cuasiespecie).
Loseventos sucesivos de muestreo y amplificacion
pueden resultar en una acumulacion constante de
mutaciones.
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Fixation of mutations at the VPI gene of foot-
and-mouth disease virus. Can quasispecies de-
fine a translent molecular clock?

The number of nucleotide (nt) substitutions
found in the VPl gene (encoding viral capsid
protein) between any two of 16 closely related
isolates of foot-and-mouth disease virus (FMDV)
has been quantified as a function of the time
interval between isolations. One of them (isolate
C-$12) includes some replacements found in iso-
lates that preceded it and other replacements found
inlater isolates. The study has revealed alternating
periods of rapid evolution and of relative genetic
stability of VP1. We propose that such constancy
may be a consequence of random sampling of
mutants from the FMDYV quasispecies, followed by
their amplification in susceptible hosts (to gener-
ate a new quasispecies). Successive sampling and
amplification events may result in a steady accu-
mulation of mutations.
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