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CONVENIO DE COOPERACION TECNICA INTERNACIONAL
PARA EL CONTROL Y LA ERRADICACION DE LA
FIEBRE AFTOSA EN LA CUENCA DEL RIO DE LA PLATA:
LOGROS Y PERSPECTIVAS

Vicente M. Astudillo’, Fernando Dora!, Francisco Muzio?, Raiill Casas Olascoaga’®,
Bernardo Cané*, Inicio A. Kroetz®, Carlos A. Trapani O.%, Dante H. Geymonat’

'Centro Panamericano de Fiebre Afiosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil
*Proyecto Cuenca del Plata, Colonia 892, 2° piso, Montevideo, Uruguay
IConsultor, OPS/OMS, Montevideo, Uruguay
SSENASH, Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, Buenos Aires, Argentina
SDepartamento de Defensa Animal, MAARA, Esplanada dos Ministerios, Brasilia, DF, Brasil
SSENACSA, Km 10 1/2 Ruta Mcal. Estigarribia, Asuncion, Paraguay
'Servicio de Sanidad Animal, MGAP, Colonia 892, 7° piso, Montevideo, Uruguay

Los Gobiernos de Argentina, Brasil y Uruguay, con la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS), a través del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA), en junio de 1987
suscribieron un Convenio de Cooperacién Técnica Internacional para el Control y Erradicacién
de la Fiebre Aftosa en la Cuenca del Rlo de la Plata. El Convenio comenzé a ejecutarse en 1989
y en 1992 se incorporé al mismo Paraguay. La aplicacién de una estrategia coordinada a través
del Proyecto Subregional de Control y Erradicacién de la Fiebre Aftosa en la Cuenca del/ Rlo de
la Plata y ejecutada por los servicios veterinarios de los palses con la cooperacién técnica de
PANAFTOSA, de acuerdo con la caracterizacién epidemiolégica de la regidn logrd, al término
de los cinco aflos de la primera etapa—partiendo de una situaciéninicial conimportante presencia
de fisbre aftosa—, la eliminacién gradual del endemismo viral y la ausencia clinica de la
enfermedad en la casi totalidad dsl 4rea inicial del Convenio. También se logrd la participacion
activa en los programas de los productores pacuarios y en menor grado de los veterinarios de
Ia actividad privada, las universidades y agroindustrias. Los resultados obtenidos, incluso en el
campo intarnacional como en el caso de Uruguay, reconacido por la Oficina Internacional de
Epizootias (OIE) como pals libre de fiebre aftosa con vacunacién, posibilitaron la continuidad
del Convenio en una segunda etapa, 1994 -1998, con el propdsito de consolidar los resultados
en la ragién inicial y ampliar el &rea geogréfica hacia nuevas fronteras epidemiolégicas
interrelacionadas con aquella.

A mediados dc la década de 70 se inicid una
larga scricde conveniosde fronteraque culminaron
con ¢l Convenio de Cooperacion Técnica
Internacional para cl Control y Erradicacion de la
Ficbre Aftosa cn fa Cuenca del Rio de la Plata (/).
Con la asesoria y coordinacion del Centro Pana-
mericano dc Ficbre Aftosa (PANAFTOSA). cl

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

Convenio fuc suscripto por los Gobicrnos de Ar-
gentina, Brasil y Uruguay y la Organizacion
Panamecricanade la Salud (OPS), representada por
PANAFTOSA, ¢l 24 dejuniode 1987, enlaciudad
de Porto Alegre. Rio Grande do Sul, Brasil. En
1992 sc incorpord al mismo Paraguay.

El Convenio le otorgd al Proyecto Subre-
gional dc Control y Erradicacion dc la Ficbre
Aftosa cn la Cuencadel Rio de fa Plata el necesario
marco politico-institucional para su ejecucion. El
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objetivo de este Convenio era consolidar el control
y lograr la erradicacién de la fiebre aftosa, en una
primeraetapadecinco afios, en el drea comprendida
por las provincias de Entre Rios, Corrientes y
Misiones en la Argentina, el estado de Rio Grande
do Sul en Brasil y todo el territorio de Uruguay.

Las actividades de cooperacidn técnica del
Convenio se iniciaron en 1989 al concretarse los
primeros aportes presupuestarios de los paises
participantes, cuando entré en funciones el
Coordinador Internacional.

CARACTERIZACION DEL AREA

Se trata de una subregién ampliamente
excedentaria en produccion de alimentos de origen
animal: carnc bovina, ovina y porcina, leche y
derivados, de ncto perfil exportador; animales ¢n
pie hacia otras regiones como en cl caso de la
Mcsopotamia argentina, o productos cdrnicos y
lana como ¢n Uruguay y Rio Grande do Sul.

Engloba unasuperficie de aproximadamentc
813.500 km?, con600.000 productores, 36.000.000
de bovinos, 38.000.000 dc ovinos y 4.600.000 de
porcinos (figura 1),

La distribucion de las formas de produccion
pecuaria sc obscrva en la figura 2, destacdndosc cl
predominio del tipo cmpresarial extractivocen gran
partc de la region, que comprende cl sur de la
provincia dc Misiones, todo ¢l territorio de
Corricntes y norte de Entre Rios en Argentina, la
llamada regidn de Campaiia de Rio Grande do Sul
(que abarca desde la frontera con Uruguay hasta cl
centro del estado). y el drca ubicada al norte del Rio
Negro en Uruguay. Esta distribucion coincide, cn
su mayor partc, con las drcas endémicas primarias
(figura 3) quc cs donde cxisten condicionanics
para cl mantenimicnto del virus cn cl ccosistema,
quec luego, por movimicntosde animales sc difunde
hacia las drcas endémicas sccundarias y
ocasionalmentc a las paracndémicas.

OBJETIVOS Y METAS DEL CONVENIO

Los principales objetivos del Convenio, cuya
mcta principal fue climinar la enferinedad clinica

Astudillo et al.
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Figura 1. Convenio de Cooperacion Técnica
Internacional para el Control y Erradicacion de
la Fiebre Aftosa en la Cuenca del Rio de la Plata,
celebrado entre los Gobiernos de la Republica
Argentina, Republica Federativa de Brasil,
Republica Oriental del Uruguay y Republica del
Paraguay, y la Organizacién Panamericana de
la Salud (OPS), en la Cuenca del Rio de la Plata.
Area del convenio: Primera etapa.

en la regidn inicial en un plazo de cinco aios. sc
resucn en:

l. coordinacién de la programacion, cjecu-
cion y cvaluacién de las actividades de control y
crradicacion de la ficbre aftosa entre los scrvicios
oficiales responsables de Argentina, Brasil. Uru-
guay y Paraguay;

2. capacitacion técnica de los recursos
humanos involucrados en cl control y la crradi-
cacion de la ficbre aftosa cn la region;

3. ascsoramicuto directo en cuestioncs
vinculadas con la planificaciony evaluacién de los
programas nacionalcs, comunicacion social,
cpidemiologia, informitica y andlisis del impacto
del proyecto sobre la pecuaria subregional.
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Figura 2. Cuenca del Rio de la Plata (region
sudeste) formas de produccion pecuaria, 1987

4. cooperacion técnica con fa investigacion
cpidemiologicay ladetecciony climinacion precoz
de situacioncs de cmergencia, incluyendo Ia
provision oportuna de inmundgenos. y

5. comunicacién inmediata, oportuna y
complcta de todos los aspectos relacionados con la
conducta dc la cnfermedad, materializindosc a
través de una intensa comunicacion entre fos paiscs
y autorizando PANAFTOSA a transmitir a cada
pais cualquicr cvento cpidemioldgico que sca de
importancia paracl proyccto. para ¢l uso exclusivo
dc los scrvicios (/).

ORGANIZACION Y RECURSOS
FINANCIEROS

Desde su inicio ¢t Convenio ha tenido como
organismo rector al "Comité de control y crradi-
cacion de la ficbre aflosa en la Cucnca del Plata”™,
compucsto por el dircctorde PANAFTOSA con las
funcioncs de Dircctor Ejecutivo, dos representantes
de cada pais, cl dircctor de los servicios veterinarios

odesaludanimaly un dirigente de las asociaciones
de ganaderos, estos ultimos incorporados en 1992,
reuniéndose de forma ordinaria dos veces por afio.
Ademds se formo un grupo técnico (GT) integrado
por un coordinador, un consultor en epidemiologia
del Proyecto y cinco técnicos de cada pais, tres del
area de epidemiologia y campo y dos del drea de
laboratorio. El rol de este grupo ha sido asesorar
técnicamente al Comité para la toma de decisiones,
realizando cuatro reuniones ordinarias por aio
(figura 4).

En su primera ctapa el Convenio conto con
tres funcionarios permanentes: el coordinador, un
consultor en cpidemiologia y una secretaria. El
coordinador y la sccretaria estaban en la sede del
Proyectoen Porto Alegre, Brasil, y el epidemidlogo
tuvo su sede en Montevideo, Uruguay. El presu-
puesto originalmente proyectado, destinadoa cubrir
la primera etapa, fuc dc US$ 1.580.793 cuya
financiacion estaba a cargo de cada pais partici-
pante, siendoque lascontribucioncs cfectivamente
realizadas totalizaron US$ 970.000. Durante los
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Figura 3. Cuenca del Rio de la Plata (region
sudeste) ecosistemas de fiebre aftosa, 1987
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Figura 4. Convenio de Cooperacién Técnica
Internacional para el Control y Erradicacion de
la Fiebre Aftosa en la Cuenca del Rio de la Plata

dos primcros ailos, el funcionamicntodel Convenio
sc vio dificultado por la lentitud en la concrecion
de los aportes.

Estos rccursos fucron adicionales a los
presupucstos de los programas nacionalesde ficbre
aftosa. El total de recursos publicos y privados
utilizado cn las campaitas para la crradicacion de
la ficbre aftosa en la region, cn 1992 [ue cstimado
en US$ 56.500.000 (5).

ESTRATEGIA GLOBAL
Regionalizacidn de los programas

Seplanificdy cjecutd unaestrategia regional,
caracterizando cl arca endémica primaria comuin,

Astudillo etal,

para toda la subregion y su impacto sobre las dreas
endémicas secundarias y esporadicas. Se instru-
mentaron medidas sanitarias tendientes a la
eliminacion del endemismo autéctono para poste-
riormente evitar la influencia de otras dreas
endémicas primarias ubicadas fuera de los limites
del Convenio, pero con fuerte interrelacion epide-
mioldgica con la misma, especialmente en zonas
de pequefias propiedades.

Enparticular sedestaca: a) la regionalizacién
de laMesopotamiaargentina (provinciasde Misio-
nes, Corrientes y Entre Rios), donde se llevo a cabo
una descentralizacion de las acciones tactico-
operativas con la creacion de una comision técnica
regional para las tres provincias, b) el control en
una fase inicialy restriccion posterior de los ingresos
de animales susceptibles y productos de origen
animal factibles de vehiculizar el virus, y c) el
funcionamiento del sistema de informacion de
vigilancia epidemiolégica de la Cuenca dcel Plata
centralizado cn Parand, Brasil, y Entre Rios, Ar-
gentina, con recepcion y distribucion de
informacion cpidemiologica para lastres provincias
(4.5).

Integraciénde los servicios veterinarios

Sc materializo una real integracion entre los
scrvicios veterinarios del irca del Convenioconun
total de 400 unidades de campo, permiticndo
acciones conjumtas cspecialmente cn drcas dc
(rontcra y cl funcionamiento de un sistema de
informaciony vigilancia epidemioldgica adecuado
a los objetivos trazados.

Unificacion de las estrategias y
procedimientos técnicos

En un proceso gradual, cn toda cl drca del
Proyccto se Hegd a la utilizacion de un mismo tipo
de inmunogeno, definiéndose cono instrumento
sanitario prioritario la vacuna de adyuvantc olcoso.

Sc definicron esquemas de vacunacion
adecuados a los distintos ccosistemas. En la casi



totalidad de la region se utilizé una vacunacion
anual en los animales adultos revacunados y dosen
los menores de dos arfios, en periodos acotados en
torno de 60 dias. En dreas de ganaderia marginal
con pequefias propiedades (areas esporadicas) se
empleé una vacunacién anual hecha por el servicio
oficial. En Argentina se estructuraron planes con
participacion del sector privado en la gestion,
efectuando la vacunacion con personal contratado.
En areas ganaderas en Rio Grande do Sul, en
Uruguay y en Paraguay la vacunacion estuvo a
cargo de los productores, con controles directos de
los servicios oficiales mediante calendarios
preestablecidos.

Se definid unaestrategia de obtencidn de alta
cobertura de vacunacion en la especie bovina, en
tanto que cl ovino, de acuerdo con su papel
epidemioldgico, solo fuc considerado cn las
vacunaciones ticticas para ¢l contral de focos.
convirtiéndolo de csa forma cn un centincla de la
enfermedad.

Con cl ascsoramicnto dc PANAFTOSA. cl
GT claboré un manual de procedimicntos para
atencion de focos tnico para toda la region,
armonizando las distintas legislacionesy reglamen-
tos sanitarios de los paiscs.

Sc concedid especial atcncion al control del
movimicnto de animales cntre los distintos
ccosistemas, tendiente a disminuir la influencia de
los ccosistemas cndémicos sobre los restantes.

En 1992 scaprobaron normasde bioscguridad
comuncs para todos los laboratorios dc la region
que manipulaban virus de fa ficbre aftosa. y sc creo
una comision intcgrada por técnicos de laboratorio
dc los paiscs y PANAFTOSA cncargada dcl
diagnéstico de las condicioncs cspecificas en la
rcgion y monitorco de las mismas con frecucncia
anual.

Capacitacion de recursos humanos
involucrados en el Proyecto

Se capacito a un nimero significativo de los
recursos humanos disponibles, a través dc cursos.
scminarios, becas, pasantias, consultorias y simu-
lacros cn las arcas de cpidemiologia, vigilancia

epidemiolégica, informatica, legislacion sanitaria,
comunicacion social, diagnostico diferencial de
enfermedades vesiculares, actuacién en focos,
serologia, desarrollo de programas, erradicacion
deenfermedades exdticas, y bioseguridad. De estos
eventos participaron aproximadamente 1000
profesionales. Ademds de estas tareas comunes,
cada programa nacional desarrollo sus actividades
en estos mismos Campos.

Deacuerdo con el cambio de situacion epide-
miolégica se realizaron seminariosde erradicacion
de fiebre aftosa, incluyendo simulacros y visitas a
areas libres como Chile.

Continuidad de los programas

En ¢l marco de la prioridad asignada a la
erradicacion de la ficbre aftosa por los gobicrnos,
la continuidad de las actividades de cooperacion
técnica y de los programas nacionalcs sc obtuvo a
través de la estabilidad cn los cargos de los inte-
grantcs del GT, posibilitando cl logro de las mctas
perscguidas.

Extensién paulatina del
area del convenio

Paraguay, lucgo dc asistir como obscrvador
durante dos ailos, ingreso formalmenteal Convenio
en 1992, En los dos ultimos ailos de cjecucion.
otras provincias argentinas y cstados de Brasil
vecinas al drea del Convenio acompaiiaron como
obscrvadores las reuniones técnicas y las actividades
de adicstramicnto, como paso previo a su incorpo-
racion cn la scgunda ctapa.

Actividades desarrolladas

En ¢l cuadro 1 sc resumen las principales
actividades desarrolladas durante ¢l periodo 1989-

Bol. Centr. Panam. Fichre Alosa, 61, 1995



Cuadro 1. Resumen de las principales acciones del Convenio Cuenca del Rio de la Plata,

realizadas en el periodo1989-1993, segun afio

Ao calendario 1989 1990 1991 1992 1993 Total
Convenio 1 2 3 4 5 Observaciones
ACTIVIDAD
1. REUNIONES COMITE 2 2 3 2 2 1 Una extraordinaria
2. REUNIONES GT 2 1 4 3 3 13
CURSOS
N° Eventos 1 - - - 4 5
N° Participantes 26 - - - 185 21
4. SEMINARIOS
N° Eventos 3 - 5 7 2 17
N° Participantes 65 - 260 192 70 587
5. BECAS
(CURSOS EXTERNOS)
N° Eventos - - 3 3 2
N¢ Participantes - - 12 16 13 41
6. VIAJES ESTUDIOS
N° Eventos 2 - 1 - 2 5
N° Participantes 10 - 6 - 24 40
7. VIAJES DE 9 23 27 42 31 132 A partir de abril/91,
ASESOCRIA epidemiélogo
8. CHARLAS Y REU-
NIONES DIVERSAS 21 45 37 28 15 146
9. VISITAS RECIBIDAS 6 2 5 3 2 18 Chile, Colombia, Cuba, UE,
Espana y palses del 4rea
10. RECORRIDOS DE (BRA-URU) (ARG-BRA)
FRONTERA 2 - 1 - 1 4 (ARG-URU) (ARG-PAR)
11. REUNIONES MINISTROS 1 1 - - - 2
12. COOP. TECNICA 3 5 4 1 8 3

1993. En los primcros aifos, las mismas estuvicron
cnfocadas al cambio de objctivo de control a
erradicacion, integracion de los scrviciosy adiestra-
micnto técnico. En los dltimos afios sc afianzo el
cumplimicnto de la programacién anual de
actividades, aprobada por el comité cn cl afo
anterior, a iniciativa del GT. ejecutindose un alto
porcentajc (supcrioral 80%) de lo previsto, ademis
de un importante niimero de accioncs no progra-
madas que los consultores desarrollaronasolicitud
de los paiscs

Astuditlo et al.

Sistema de informacidn y vigilancia
epidemioldgica

A partirde 1992 sc logro la consolidacion del
sistemade informaciony vigilancia cpidemioldgica,
loque significoun sensibleavance al poder disponcr
de informacion cpidemioldgica de contenido ade-
cuado, con la oportunidad y coberturas requeridas
para un programa de crradicacion.

Enlafigura5 scobservan lasoficinascentrales
desde donde se intercambia la informacion, por



fax, con frecuencia semanal y mensual. En esta
ultima se incluyd informacion de precios de bovino
en piey de vacuna oleosa en los paises de la region.
En situaciones de emergencia, las comunicaciones
en dreas de frontera se realizan también direc-
tamente entre las unidades de campo.

Previo a la puesta a punto del sistema de
informacion, desde 1989 a 1991 se realizaron
recorridos de frontera en toda la region inicial con
el objeto de visitar todas las unidades de campo y
poner en contacto a las contrapartes respectivas,
para las futuras acciones conjuntas. En 1993 se
completd toda el drea de la primera etapa con la
visita a la frontera argentino-paraguaya.

Participacion comunitaria

En cl bicnio de 1992-1993 sc puso especial
¢nfasis cn la participacion de la comunidad en los
programas a través de la realizacion de seminarios
con participacion de productores agropecuarios,
veterinarios privados y universidades. asi como
visitas a diversos puntos de la region para inter-
cambio de distintas experiencias dc trabajo, como
cjecucion de plancs de vacunacion.

PRINCIPALES LOGROS

Eliminacidn de la enfermedad clinica
en la casi totalidad de la regidn inicial

Dc una situacion inicial con una importante
dispersion geogrifica de la enfermedad en toda la
region, al (inalizar ta primera ctapa sc constatd la
siguicntc situacion sanitaria: a) Uruguay sin (ocos
de ficbre aftosa desde junio de 1990; b) la Mcso-
potamia argentina sin focos desde diciembre de
1993, y ¢) Rio Grande do Sul con dos cpisodios
aislados en 1993, dos focos cn febrero-marzo en la
ciudad dc Porto Alcgre. probablemente asociados
a escape de virus desde laboratorio y un brote cn

PARAGUAY

ASUNCION

PARANA

BUENOS
AIRES

Figura 5. Cuenca del Rio de la Plata. Argentina,
Brasil, Paraguay, Uruguay y PANAFTOSA/OPS/
OMS. Sistema de informacion y vigilancia
epidemioldgica

dicicmbre con 11 focos cn ¢l norte del estado,
producto de la introduccion de cerdos, ya infectados,
destinadosa facnacn dos frigorificos, provenicntes
dcl estado de Parand (cuadro 2).

Eliminacion del endemismo viral

La informacién disponible permite inferir
que paulatinamente se fuc climinando ¢l cndemis-
mo viral cn importantes drcas. Esto sc demuestra
por cl quicbre de la cstacionalidad historica de
presentacion de la enfermedad (figuras 6,7). la
auscncia clinica de la ficbre aftosa en drcas
endémicas por un periodo de mis de dos affos y la
prescncia de la enfermedad cn dreas esporadicas,
cuya fuente de infeccion scubicd endreas endémicas
primarias externas a la region.

Mucstreos scroldgicos rcalizados en Uru-
guay y en parte de la Mcsopotimia argentina
corroboran la auscncia de actividad viral.

Bol. Centr. Panam. Fichre Allosa, 61, 1995
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Segunda etapa 1994-1998

Cuadro 3. Comparacion de la superficie, establecimientos y poblacién animal

en el Convenio. 1y 2¢ etapas

Pals Area N° Bovinos Ovinos Porcinos
(km?) Propiet.

Argentina
1 etapa 196.781 60.723 9.507.000 3.661.000 221.000
2* etapa 313.719 55.143 10.482.672 95.245 488.000
Totai 510.500 115.866 19.989.672 3.756.245 709.000
Brasi
12 etapa 282.184 367.522 12.901.000 9.056.000 1.943.000
2* etapa 295.795 336.452 11.355.136 500.000 7.500.000
Total 577.979 703.974 24.256.136 9.556.000 9.443.600
Paraguay
1% etapa 159.227 104.876 6.950.889 331.200 2.257.000
2* etapa 246.925 $.928 2.910.274 - 47.000
Total 406.152 110.804 9.861.163 331.200 2.304.000
Uruguay
Total 175.215 53.696 9.500.000 25.220.000 250.000
Total 1.669.846 984.340 63.606.971 38.863.445 12.706.600
region
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Paraguay, no solo aumenta la poblacién bovina y
duplica la porcina involucrada, sino que significa
un nuevo desafio al englobar circuitos productivos
con caracteristicas sumamente disimiles.
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ABSTRACT

International cooperation
agreement for the control and
eradication of foot-and-mouth
disease in the river plate basin:
achievements and perspectives

The Governments of Argentina, Brazil and
Uruguay, with the Pan Amcrican Hcalth
Organization (PAHO) through the Pan American
Foot-and-Mouth Discasc Center (PANAFTOSA),
signed in Junc 1987 an International Cooperation
Agreement for the Control and Eradication of
Foot-and-Mouth Discase in the River Plate Basin.
The agreement was initiated in 1989 and in 1992
Paraguay was also incorporated. The undergoing
coordinated strategy through the Subregional
Project for the Control and Eradication of Foot-
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and Mouth-Discase in the River Plate Basin, and
performed by the veterinary services of the
countrics with the technical cooperation of
PANAFTOSA according with the cpidemiological
characterization of the region accomplished, at the
end of the five years of the first stage, the gradual
climination of viral endemism and the clinical
absence of the discase in almost all the initial arca
of the agreement, The active participation of ani-
mal producers was also achicved, and in a lesser
manner from private veterinarians, universitics
and agroindustrics. The obtained results, including
that of Uruguay in the international ficld has being
recognized by the International Oflice of Epizootics
(OIE) as frec of foot-and-mouth discasc with
vaccination, helped the continuity of the
Agrcement into a sccond stage, 1994-1998, in
order to consolidate the results in the initial region
and expand the geographical arca towards new
interrelated epidemiological borders.



RESUMO

Convenio de Cooperagdo Técnica
Internacional para o Controle e a
Erradicagao da Febre Aftosa na
Bacia do Rio da Prata: logros e
perspectivas

Os Governos da Argentina, Brasil e Uruguai, e a
Organizagio Pan-Americana da Saide (OPAS),
através do Centro Pan-Americano de Febre Aftosa
(PANAFTOSA), subscreveram em junho de 1987
um Convenio de Cooperagio Técnica [nternacional
para o Controlee a Erradicagiio da Febre Aftosa na
Bacia do Rio da Prata. O Convenio comegou suas
atividades em 1989 ¢ em 1992 Paraguai se
incorporouao mesmo. Aaplicagiodcumacstratégia
coordenada através do Projeto Subregional de
Controle ¢ Erradicagio da Febre Aftosa na Bacia
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do Rio da Prata e executada pelos servigos
veterindrios dos paises com a cooperagdo técnica
de PANAFTOSA. de acordo com a caracterizagio
epidemioldgica da regido logrou, ao finalizar a
primeira etapa de cinco anos —a partir de uma
situagdio inicial com importante presenga da febre
aftosa—, a eliminagdo gradual do endemismo viral
e a ausénecia clinica da enfermidade na quase
totalidade da area inicial do Convenio. Logrou-se
também a participagiio ativa nos programas dos
produtores pecudrios e, em menor grau, dos
veterinarios privados, das universidades e
agroindustrias. Os resultados obtidos, inclusive no
campo internacional como € o caso do Uruguai,
pais reconhecido pela Oficina Internacional de
Epizootias (OIE) como livre de febre aftosa com
vacinag¢flo, possibilitaram a continuidade do
Convenioem umascgunda etapa, 1994-1998, com
o proposito de consolidar os resultados na regido
inicial e ampliaradrea geogrifica a novas frontetras
epidemiolégicas interrelacionadas com aquela.
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CONTRIBUCIONES DEL MEDICO VETERINARIO
AL DESARROLLO LOCAL

Hernan Malaga

Representante de la Organizacion Panamericana de la Salud/
Organizacion Mundial de la Salud

Apartado 6722, Caracas 101, Venezuela

La meta de Salud Para Todos no solo debe lograr que todos utilicen los servicios sanitarios, sino
que reduzcan y eliminen las difarencias en salud que resuiten de factores que se consideren
avitables e injustos. Estos factores predominan en los grupos vulnerables como las comunidades
rurales y las poblaciones urbano-marginales e indigenas, ya que poseen la menor esperanza
de supervivencia y tienen la menor probabilidad de recibir un buen nivel de servicios. Para
producir cambios hay que darle poder a los gobiernos locales y estadales, conciencidndolos de
la necesidad del autocuidado y autogestién, lo que multiplica el niimero de personas que deciden
el que hacer nacional, En este proceso es nacesario que los niveles locales gestionen la salud
con equidad, insistiéndose en que la comunidad elabore respuestas mediante proyectos
especlficos que resuelvan los problemas locales. A este respecto, los médicos veterinarios
puedsn contribuir identificando la importancia de las zoonosis rurales como un problema de
salud publica. Estas atacan a grupos vulnerables, fundamentalmente campesinos, que son los
axpuestos a riesgo y justifican programas de intervencién en los animales, para de incrementar
su produccién y eliminar la exposicién a riesgos de los expuestos. También es importante la
intervencién en la solucién de otros problemas de salud animal, que no sean zoonosis, ya que
se incrementa la produccién y productividad. Sin embargo, este incremento de ganancias de
los productores no se reflaja en bienestar social, siendo necesario pensar en formas familiares
para contribuir a la reactivacién socioeconémica de las &reas rurales postergadas. Enfrentar los
problemas de zoonosis en las ciudades también resuelve problemas de grupos vuinerables, ya
que generalmente son las comunidades postergadas las més afectadas por su presencia, como
os el caso de /a rabia y de la leptospirosis urbanas, entre otras. También es importante para
estas comunidades la proteccién que proporcionan los servicios de higiene de alimentos que
disminuyen el riesgo de las enfermedades transmitidas por alimentos.

Los paiscs signatarios dc Alma Ataescogicron
como meta el fogro dc la Salud para Todos cn ¢l
Ailo 2000. Esta meta ha sido entendida por muchos
como "cuidados de salud a todos los enfecrmos”
(19), principio que ha guiado las politicas de salud
durante los ultimos 20 afios cn nucstros paiscs, por
lo que los recursos para la salud han tendido a

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Ficbre Aftosa (OPS/OMS)
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concentrarse en las grandes drcas urbanas y
disponibles para quicnes ticnen capacidad de pago
omcjor acceso. La promociondel usodc tecnologias
de alto costo también ha crcado mayores dcsi-
gualdades en la distribucion y en cl acceso a los
servicios. Eluso incficiente de los recursos existentes
ha hecho que los servicios de salud no estén dando
respucsta adecuada a los problemas y sus acciones
scan insuficientes o deficientes en términos de
cantidad, calidad y cobertura (23).

En Venezuela, ¢l modelo dc desarrollo ha
conducido a injusticias, lo que sc refleja direc-



tamente en las condiciones de salud de los diferentes
grupos humanos, existiendo grandes diferencias
en la estructura de la mortalidad segun las
condiciones de vida. En clestudio de esta situacion
se usé el porcentaje de hogares con necesidades
basicas insatisfechas (NBI) para clasificar los
municipios del pais en 10 grupos segiin sus NBI.
entre 0 y 100%, mostrandose la existencia de

. grandes diferenciasen laestructurade la mortalidad
segun las condiciones de vida.

Asi, porejemplo, latasade mortalidad infantil
es 2,5 veces mds alta en el grupo que tiene NBI
entrc 90 y 100% cuando se le compara con ¢l grupo
que ticne entrecl 0y el 10%. La tasa de mortalidad
por enfermedadcs transmisibles es tres veces supe-
rior cn el grupo extremo, la tasa de mortalidad por
causas perinatales cs scis veces mayor y pricti-
camente todos los casos de tétanos nconatal
rcgistrados cn los ultimos afios ocurricron ¢n los
municipios quc tienen ¢l 70% o mads dc la poblacion
con NBI (20).

Estudios rcalizados cn 1940 cn poblaciones
rurales demostraron que debido a susbajos ingresos
consumian deficientes calorias y, algunas veccs,
proteinas (70% de la alimentacion formada por
arcpas y caraotas, mcnos de 2.000 calorias),
generando desnutricion cronica. Por csto los nifios
presentaban baja estatura y escasa corpulencia. En
Caracas, los niffos a los 7 afios ¢n Caracas (enian
una mediade 1,16 deestaturay pesaban 21,516 kg,
micntras que cn Sanarc lamediacrade 112 my I8
kg. Esta tendencia sc conservo a los 15 aifos, con
medias de 1,59 my 49,726 kg en Caracas, contra
1.57 my 44 kg ca Sanarc. Por lo tanto, la talla y el
peso cran superiores en Caracas dado cl mcjor
nivel social dc csta poblacion. A pesar de ser
estadisticas rccogidas cn un medio rural hace 50
affos, csta problemidtica se¢ manticne vigente en
muchos aspectos (/).

Esta afirmacion cs refrendada por Méndcez
Castcllano al decir que en las primeras cinco
décadas de cste siglo se crecio cn promedio 2.5
centimetros por década y que actualmente. por
difcrencias socioccondmicas (alimentacion,
vivienda, estimulos psicosociales), los nitios de los
scetores [V y V tienen un retraso biologico de 20
afios con respecto a aquctlos de los scctores 1y 11
(/7). Lasdilcrencias cn estatura v peso entre nifios
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urbanos y rurales se establecen desde muy temprana
edad, pero se reducen en la edad adulta. Las
mismas llegan a ser aproximadamente de 4 cm a
los 7 aiios y de 2,6 cm en los adultos jovenes (2/),
loque se confirmaen laencuesta social de 1992, en
laqueel porcentaje de nifios por abajodel porcentual
10 de peso para la talla es mucho mayor en el
estrato de pobreza extrema en los nifios de 5 afios
(20).

Enlas grandesciudades, cuando se examinan
sus estadisticas como un todo, aparentemente los
indicadores de salud y desarrollo social son muy
satisfactorios. Sin embargo, en un estudio reciente
rcalizado en Barquisimeto (/2) se demostrd que al
agrupar los barrios y urbanizaciones segun sus
NBI, a medida quc estas se incrementan, se
incrementan ta mortalidad general, la mortalidad
infantily [a mortalidad por transmisibles. Ademas,
la probabilidad de nacimientos de bajo pcso (mienos
de 2,5 kg) ¢s dos veces mayor cen los barrios que
ticnen entre ¢l 90 y el 100% de sus NBI que en los
que ticnen cntre 0 a 10%, y ¢l nacimiento de
menores de 1,5 kg en cl estrato. de los que ticnen
entre cf Y0 y el 100% de sus NBI ¢s tres veces
mayor.

Venezucla tiene una poblacion indigena su-
periora 3 14.000 habitantes (1,55% dela poblacion
total dcl pais) y existen pocos datos sobre morbi-
mortalidad en cstos grupos aborigenes. Scconocen
algunos problemas cspecificos y sc registro que cl
35% dc los casos dc colera que ocurricron durante
1992 sc dicron cn poblacioncs indigenas cu Vene-
zucha, fundamentalmente guajiros (cextremo
norcstc) y guaraos (extrcmo norocstc).

Estos cjemplos son argumentos niis que
suficientes para justificar que para lograr la mcta
dc salud para todos sc debe aplicar la descen-
tralizacion a través de la estrategia de la atencidn
primaria de salud, utilizando como tictica
opcracional los sistemas locales de salud. como la
respucsta sectorial mas adecuada a las urgentes
necesidades de nuestros pucblos (2.0).

En Venezucla se podria considerar un
porcentaje pequerio de la poblacion como artifice
de su propio destino, por lo que existe la necesidad
dc distribuir y democratizar cl conocimicnto para
quelos grupos vulncrables participen cn la decision
de sus destinos. Queda claramente demostrado que
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el pais postergado es el pais rural y luego el pais
urbano-marginal, por lo que para producirel cambio
hay que darle poder a quienes no lo han tenido,
haciéndolos conscicntes de la necesidad del
autocuidadoy autogestion. Se debedistribuir mejor
el poder ampliando su participacion, posibilidad
que existe en el proceso de descentralizacion en
donde, ademas del gobierno central, se tienen los
gobiernos estadales y los mds importantes. los
gobiernos locales. lo que multiplica el nimero de
personas que deciden el quehacer nacional.

En este proceso se debe dar énfasis a la
necesidad de que los niveles locales gestionen la
salud con equidad. Para ello es imprescindible
iniciar un procesoque permita la tomade decisiones
en este nivel, no solo por la repeticion rutinaria de
las actividades planificadas en ailos antcriores, o
cn compromisos politicos nacionales o interna-
cionales provistos de grandes sumas de dincro
para su financiamicnto, o por constituir probleias
de salud de relevancia internacional (23), sino
basado cn una planificacion ideal con la
participacion activa de los micmbros de la comu-
nidad con cl fin de lograr ¢! bicnestar del pucblo.
Para cllo cs fundamental la reactivacion socio-
cconomica de las comunidades para conscguir su
desarrotlo social como base inicial en la consceucidn
de su bicnestar.

Para favorccer cste proceso ¢s neeesirio que
la comunidad claborc respucstas mediante
proycctos cspecificos que resuchvar los problemas
locales. El proceso y el impacto de los programas
realizados se pucden medir a través de sistemas de
vigilancia que primero hayan scrvido para
jerarquizar los problemas, paracxplicar las razones
dc la presencia de los mismos y para identificar los
factores que intervicnen, La claboracion de los
proycctos sc debe basar cn este conocimicrito, a fin
de couscguir su financiamicnlo y su gestion con
plena participacion de la comunidad. Cuando csto
no sca posible sc debe apelar a otros organismos de
cooperacion téenica y financicra existentes cn la
comunidad y/o cn los niveles regionales nacionales
o0 internacionales.

A cste respecto, los médicos veterinarios
pucden contribuir a conscguir la cquidad al
cnlrentar los problemas de zoonosis: por cjemplo,
los caumpesinos que viven en hibitat compartidos

Milaga

con animales tienen mas riesgo de sufrir de estas
enfermedades que el resto de 1a poblacion.

Como los animales son los reservorios de
estos problemas, la existenciade los mismos estara
ligada a la existencia de la enfermedad en los
animales. El conocimiento de la distribucion
geogrifica de las enfermedades es muy importante
para evitar que tengan repercusion sobre el hombre,
Por lo tanto, también requieren de programas
descentralizados, ya que deberdn ejecutarse
diagnosticos locales para el buen conocimiento de
la ocurrencia de estas enfermedades y del riesgo a
que someten a la poblacion humana.

Sin embargo. el principal problema de que
estos programas no han tenido ni tengan prioridad
dentro del scctor salud se debe al escaso conoci-
micnto sobre la repercusion que més de 170 zoonosis
ticne en la poblacion humana. Una de las mds
importantes investigaciones que s¢ debe iniciarcn
los niveles rurales es determinar cual cs la impor-
tancia que cstos problemas ticnen, tanto desdce cl
punto de vista de salud publica, como del de las
pérdidas ccondmicas que para la poblacion animal
representan. Una vez identificada la magnitud de
los problemas sc podrin definir las politicas sobre
su control. Como los recursos son cada vez nuds
cscasos se decberd conocer bien cl modclo
cpidemioldgico que explique cl porqué de la
presencia o auscncia de la cofermedad cn la
poblacion y su intensidad en caso de presencia, con
cl fin dc cstablccer cstrategias cpidemioldgicas
que abaraten los programas de control.

APORTES VETERINARIOS A LA
SOLUCION DE ZOONOSIS RURALES

Enlamayoriade los paises. conexcepeionde
México y Perli. cuando sc desca justificar un
problcma de brucclosis como problema de salud
publica. al exauminar las tasas de incidencia de esta
enfermedad se encuentra que ¢sti €s iy poco
prevalente y quc tendria muy poca repercusion
basado cu los sistemas de informacion existentes
cn la mayoria de los ministerios de salud. Sin
cmbargo, al bacer estudios cspecificos sobre



poblaciones humanas en grupos de alto riesgo, esta
enfermedad es mucho mas manifiesta de lo que se
piensa, representando realmente un problema de
salud publica para estos grupos especificos. Asi,
por ejemplo, en un estudio caso-control sobre
brucelosis en personas que trabajan en fincas
bovinas con brucelosis, al comparar las muestras
recogidas con las procedentes de un banco de
sangre del Distrito Maracaibo del estado Zulia. la
prevalencia de reaccionantes en el grupo expuesto
fue de 10 en 80, mientras que en los no expucstos
fue de 0 en 80. Esto indica que la brucelosis es un
problema ocupacional en cl estado Zulia (3).

En otro estudio en grupos humanos de alto
riesgo. realizado también en el estado Zulia en
trabajadores de un frigorifico industrial en busca
de anticuerpos para la brucelosis, se encontrd una
alta prevalencia de 8% de reaccionantes. Dentrode
estc matadcrode bovinos, el personal mds expuesto
al ricsgo fucron quicnes trabajaban con visceras,
pucs cn 137 personas examinadas sc encontrd una
prevalencia del 22,2%, contra un 4,5% ca cl resto
del personal del frigorifico. Esto ratifica las
difcrencias de riesgo que existen dentro de un
matadero y cnfatiza que esta cs una cnfermedad
ocupacional cn cl estado Zulia (24).

Enuncstudiosimilarcnclestado Barinas, en
cl grupo expucsto se encontro cl 11,8% de
reaccionantes en 644 individuos y un 8,2% dc
prevalencia cn cl grupo de 134 individuos de bajo
ricsgo. Esto indicd que eneste estado posiblemente
la enfermedad se transmite por alimentos, debido
a quc no cxiste una gran diferencia entre los dos
grupos, como sc obscrvo cn cl cstado Zulia (/4).
Tambiéncs muy importante conocer la prevalencia
dc esta enfermedad desde el punto de vista animal,
con fines de cstimar la magnitud de la misma y
justificar ¢l programa dc control.

En cl cstado Lara sc delermind que la
prevalencia de labrucclosis bovina es de 0,.48% cn
3.944 vacas representativas del estado. obtenidas a
través de un mucstreo estratificado proporcional a
1a poblacion existente en los distritos. por conglo-
merados cn dos ctapas. Este lipo de cstudio ha
permitido calcular cl costo del programa de crradi-
cacion de brucclosis cn el estado Lara, estimado en
aproximadamente +.800.000 bolivares (/7).

También, para cstimar las pérdidas ccono-
micas por clecto de brucclosis bovina cn fincas
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lecheras realizamos un estudio en el distrito Perijd
del estado Zulia, utilizando la metodologia de
caso-control en el que surgieron las siguientes
conclusiones:

Laspérdidasecondmicasenunafincalechera
con 6,4% de brucelosis estarian dadas por el envio
de vacas al matadero y becerros malogrados, y la
eficiencia reproductiva disminuye en un 10% en
comparacién con una finca libre. El 12% de los
becerros se malogran al destete y el 2,6% de las
vacas abortan y paren un becerro cada 16,3 meses,
siendo la merma fisioldgica de la produccion de
leche en la finca con brucelosis de alrededor del
15%.

Se determiné una pérdida estimada en US$
9.910 en la finca afectada, lo cual representa cl
17%dc los ingresos por produccion de lcche anual.
Lamentablemente este estudio se realizod solo cn
dos fincas. una afcctada y otra control. Lo mils
importante de cste cstudio es la mctodologia
descrita, que podria scr aplicada en cstudios
stmilares (8).

El conjuito de cstos cstudios justificaria la
necesidad de ejecutar programas de crradicacion
de la brucelosis en los animalcs, y programas de
deteccionde personas reaccionantes alaenfermedad
en grupos humanos de alto riesgo, en situacioncs
como la del estado Zulia y en pacicates febriles de
fapoblacion engenceral, como ladel estado Barinas.

Estos cstudios demuestran una injusticia, ya
que la persistencia del problema de brucclosis
expone mids a ricsgo a los campesinos que trabajan
con animales enfermos. Por lo tanto. la propuesta
de lacliminacion de csta zoonsis desde cl punto de
vista de salud publica sc justifica como uno dc los
programas para lograr la mcta dec “Salud para
Todos”. Adcmnas, su justificacion ccondmica scria
suficicnte argumento para la reactivacion socio-
ccondmica de los niveles rurales postergados. Asi
como este cjemplo existen muchos otros, como cs
cl caso dec la temiasis-cisticercosis. cn donde cl
problcma cs importante desde ¢l punto de vista de
salud publica. pero no del ccondmico. Lamenta-
blemente esto hace que la necesidad de climinacion
a veces sca postergada, por lo que el nojustificarlo
desde el puntodevista de salud publicacs contribuir
a la persistencia de las injusticias.

Bol. Centr, Panam. Fichre Allosa, 61, 1995
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FORMAS EMPRESARIALES DE
CONTRIBUIR A LA REACTIVACION
ECONOMICA DE LAS AREAS
POSTERGADAS RURALES

El médico veterinario también colaboraen la
reactivacion econdmica del pais a través de los
programas de control de enfermedades animales
que afectan a la produccidn, ocasionando pérdidas
econdmicas. Asi, la fiebre aftosa produce pérdidas
en el volumen de produccion de leche en las vacas
enfermas, que fluctia en animales de | a 4 partos
en alrededor de un 40%. mientras que en las que
tienen de 5 a 7 partos llegan a 22%. Las pérdidas
del peso vivo en bovinos de carnc enfermos dc
ficbre aftosa sc estimaronentre 29a39kgy2la3l
kg, respectivamente cn Rio Grande do Sul y Sdo
Paulo, Brasil. La diferencia media de ticmpo para
recuperar ¢l pesoscestiméentre 78291 diasen Rio
Grande do Sul y 100 a 125 dias cn Sao Paulo,
sicndo cstas pérdidas mds acentuadas en bovinos
jovencs, de micnos de 2 afios que cn los de mis de
2 afos (). Estas pérdidas fisicas justificarian la
decision tomada de erradicar la ficbre aftosa dcl
continente, perosi ademas se considerase faapertura
de los mcrcados para exportacion de carncs a los
paiscs libres, sc incrementarian ain mis los
beneficios ccondmicos de su crradicacion. Sin
embargo, cl incrcmento de las ganancias a los
productores no sc rellcja en bicnestar social, pucs
las empresas sc consideran unicamcenic como
soctedad de capitales y no como sociedid dc perso-
nas (/ /). por lo quc los trabajadores del campo no
consigucn nivcles satisfictorios de ocupacion, a
pesar del incremento de los ingresos de los
productorcs.

Esta altima afirmacion esta refrendada por la
informacion procedente del SISVAN relacionada
con cl cstado Portugucsa. cn Veunczucla. que
presento cl scgundo ms alto deficit nutricional en
1988 (30.97%) ycn 1989 (27.35%) (9). noobstante
scr considerado como cl "grancro de Venczucla”,
con una produccion agricola cn 1990 estimada cn
22.000 millones de bolivarcs, pues (cnia scmbradas
103.000 hectireas de maiz. 25.000 de arroz., 8.000
de sorgo, siendo ¢l primer productor de caf€. Por lo
tanto debemos considerar nucvos campos de trabajo
para ¢l médico veterinario, contribuyendo mejor al
desarrollo social.

Malaga

FORMAS FAMILIARES DE
CONTRIBUIR A LA REACTIVACION
SOCIOECONOMICA DE LAS AREAS
POSTERGADAS RURALES

En el medio rural persiste el "conuquero”
que desarrolla una agricultura de subsistencia,
caracterizada por bajos niveles de produccion y
productividad, con lo que los ingresos familiares
per cdpita son inferiores a medio salario minimo
mensual (3).

Para incrementar la produccidn y produc-
tividad de este tipo de agricultores, en algunos
paises se dcsarrollaron iniciativas, como los
Hogares Juveniles Campesinos en Colombia,
promoviendo en 16 departamentos un total de 137
hogarcs juveniles y mas de 6.000 microempresas
agropecuarias llamadas granjas integrales
autosuficientes. Este programa ha benceficiado a
80.401 nifios y jovences de todo cl pais.

Recicntemente se han auspiciado las aldcas
comunitarias intcgrales con el fin de impulsar los
desarrollos regionales. obteniéndose un verdadero
modclo de desarrollo autoctono, y s¢ han promo-
cionado proveedores de cstructuras campestres.,
como son cstacones para ccrcas normales y
cléctricas, portadas, pescbreras, ctc.

Para la formacion de estas granjas sc realizan
cursos a través del Centro de Investigacion,
Educacién y Desarrollo del Campo, y csto s¢ ha
planteado como una solucién al éxodo campesino
quccs la mayor causa del desempleo y de problemas
sociales. Con csta iniciativa colaboran el Proyccto
Manos Unidas de Espatia y cl Ministcrio de
Agricultura dc Colombia, siendo las lincas dc
trabajo la cria dc animales, la fruticultura. la
hidroponia, la agroindustria, la pisicultura, la
lombricultura, cutre otros (2).

En Centroamérica, ¢l Ministerio de Agricul-
tura de Guatemala y la Sccretaria de Recursos
Naturales Renovables en México han desarrollado
estas iniciativas, siendo propictarias dc granjas de
POrCinos. aves, concjos, pavos y otras especics
menorces, v sirven de lugares de adicstramiento
para los campesinos y de abastccimicnto de
animales para la creacion de granjas familiarcs.
Porcjemplocxisten los paquetes avicolas. cn donde
una ama de casa cs adiestrada cn la cria de aves
(plan de inmunizaciongs, alimentacion c instala-



cién para los animales, etc.) y reciben 10 gallinas
y un gallo ya criados para iniciar la fase de recria
a las cuatro semanas. Su desarrollo se hace en
corrales alrededor de sus casas, y asi pueden
aprovechar el consumo de los huevos para mejorar
la nutricion de sus familias y organizarse en
pequefias cooperativas para el manejodel excedente
de produccion. Estos importantes proyectos estin
en manos de los Servicios Veterinarios de estos dos
ministerios.

APORTES VETERINARIOS A LA
SOLUCION DE PROBLEMAS URBANOS

Los problemas de zoonosis urbanas ligados a
los animales domésticos que cohabitan con el
hombre en las grandes ciudades y a los productos
y subproductos de origen animal y otros alimentos
contaminados constituyen también injusticias. Asi
la rabia urbana afccta mas a los barrios con altos
porcentajes de NBIL yaque se manificsta enbarrios
con alta densidad dc poblacion canina. con alto
indice de mordeduras o altos porcentajes de perros
cn la calle y con bajas coberturas de vacunacion.
Estas zonas coinciden con las drcas urbano-
marginales y para el combate s importanie cl
diagndstico de la situacion local, caracterizindose
los barrios que presentan alto y mediano ricsgo. En
Venezucla sc tiene muy buena expericncia de la
aplicacion del enfoque de riesgo en la climinacion
dc este problema (/3). con muy escasa repercusion
cn salud pablica pucs actualmente nocxiste ninguna
ciudad importantc del pais afectada del mal.

Otrocjemplo de problema urbanodc zoonosis
lo constituye la lcptospirosts. cofermedad que
también cs rural, pero que en las ciudades afecta
mis a los grupos expucstos. En Maracaibo, Ven-
czucla, encl personal que trabajacn alcantarillados
sc encoutrd una prevalencia de 13%. mientras que
cuel personal que trabajia cnmataderos s encontro
una prevalencia de solo ¢l 3%. En csta misma
ciudad, postcriormente se realizo un estudio caso-
control encontrindosc una prevalencia del 3% cn
personas expucstas (matarifes, carniceros, sepul-
turcros. obreros del Instituto Municipal del Asco
Urbanoy veterinarios) y 0%en grupos no expucstos,
procedentes de mucstras de un Banco de Sangre
(16).
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Las ratas son reservorio de este problema y
fundamentalmente en Maracaibo estin infectadas
por Leptospira icperohemorragiae (7). La
recomendacion para el control de esta enfermedad
en las ciudades utiliza una estrategia de busqueda
temprana de personas reaccionantes en grupos
humanos de alto riesgo, investigacién epidemio-
l6gica para determinar el lugar donde se infect6 la
personay desratizacién perifocal al caso detectado.
De mas esta decir que la ubicacién de los casos
humanos coincide también con el tipo de trabajo
(personas expuestas a alcantarillados o animales,
o con viviendas cn lugares marginales muy
infectados de roedores).

El incremento de la poblacién urbana y la
industrializacion produjo cambios en las actitudes
alimentarias. Esta mcjora en las condiciones de
vida y cl establecimicnto de programas de higicne
dc alimentos produjo disminuciones cn la mayoria
de las enfermedades transmitidas por alimentos.
Las parasitosis intestinales que presentaban en {a
décadade los 50 una media de 4.000 casos/ 100.000
habitantes, en la década de los 80 sc redujo a una
mediade 1.000/100.000 habitantes. Las amebiasis
disminuycron de 250/100.000 cn los 50, a 130/
100,000 en los 80. La shigelosis disminuyo dc 25/
100.000 a 5/100.000 y la tifoidea y paratifoidca de
una media de 20 a 30/100.000 pasd a tener una
casuistica de menos de 1/100.000. Sincmbargo. la
excesiva cmigracion del campoa la ciudad produjo
la ruralizacion dc la ciudad, incrementindosc la
gastroenteritis, quc en los aifos 50 tenia una media
dc 10.000/100.000 niios, pasando cn fos 80 a subir
por encima de 20.000,

En 1991 aparccid el colera en Venczuela y
también se concentrd cn los barrios urbuano-
marginales de las grandes ciudades y cn los medios
rurales dispersos. En la ciudad actuaron como
factores predisponentes lis migraciones internas,
y las deficicntes drcas de sancamicnto bisico v de
cducaciéon sanitaria, siendo los medios dc
transmision indircctos (manipulacion inadecuada
de alimentos contaminados v/o ingesta de agua
contaminada) y directos (contacto con heces v
sccreciones de casos) (6).

Encl control de cstas cnfermedades transmi-
tidas por alimcntos, nucvamente ¢l mdédico
velerinario tiene uia gran responsabilidad. ya que
a través dc la inspeccion de los alimentos previo a

Bol. Centr. Panam. Fiebre Altosa, 61, 1995
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su consumo y a través de la educacién sanitaria se
previene la transmision, eliminando el producto
contaminado o evitando su contaminacion.
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ABSTRACT

Veterinarian's contributions to local
development

The goal of Health for All should not only attain
sanitary services for everyone but also reduce and
eliminate health differences as a result of facts
considered preventable and unfair. These factors
appear mainly in vulnerable groups as rural
communities and urban-marginated and indians,
since they have the least hope for survival and have
also the least possibility of receiving good services.
[n order to obtain changes, is necessary the tocal and
state governments have the necessary power and be
aware of their responsibility for care and delivery of
services which results in multiplying the number of
persons deciding upon national tasks. It is necessary
that in this process the local levels act on health with
equality, insisting that the population respond through

RESUMO

Contribuigdes do médico veterinario
ao desenvolvimento local

A meta de Saude Para Todos além de lograr que
todos utilizem os servigos sanitdrios deve reduzir e
climinar as diferengas em satde oriundas de fatores
considerados evitiveis ¢ injustos. Esses fatores
predominam nos grupos vulneraveis comoas comuni-
dades rurais, ¢ as populagdes urbano-marginais ¢
indigenas, ja que possuem a menor esperanga de
supervivéncia ¢ téem a menor probabilidade de
receber um adequadonivel de servigos. Para produzir
cimbios ¢ necessdrio dar poder aos governos locais
¢ estaduais, mediante a conscientizagio da
necessidade do autocuidado ¢ autogestdo, multipli-
cando o nimero de pessoas que tomam decisdes nas
tarefas nacionais. Nesse processo di-se énfase A
necessidade dos nivels locais gestionarem a saude
com equidade, insistindo na necessidade de que a
comunidade elabore respostas mediante projetos
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specific projects that may solve the local problems.
On this regard, veterinarians may, therefore,
contribute by identifying the importance of rural
zoonoses as a public health problem. These mainly
attack vulnerable groups as peasents who are mostly
exposed to the risk and therefore justify programs in
order to increase animal production and eliminate
exposure risks. Is also important the intervention to
solve some other animal diseases aside of zoonoses
in order to increase production and productivity.
However, this increase in the farmer profits is not
reflected in social well-being so it is therefore
necessary to think in family production scheme in
order to contribute to reactivate the socio-economical
situation in deferred rural areas. Confronting
zoonoses problems in cities also solve vulnerable
group problems, since generally those disregarded
communities are the most affected, as is the case with
rabies, and urban leptospirosis, among others. It is
also important for these communities to count with
proper services of food hygiene which diminishes
the risk of food bome discascs.

especificos queresolvamosproblemas locais. Assim,
os médicos veterindrios podem contribuir identifi-
cando a importincia das zoonoses rurais como
problemas de saide publica, ja que cstas atacam a
grupos vulnerdveis, fundamentalmente camponeses,
que s30 expostos a riscos ¢ justificam programas de
intervengdo nos animais, com a finalidade de
incrementar a produgdo destes e climinar aexposiclo
a riscos dos expostos. Também ¢ importante a
intervengdo na solugdo de outros problemas de saude
animal, além das zoonoses, jd que s¢ incrementa a
produgdo ¢ a produtividade. Este incremento de
ganhos dos produtores ndo se reflete no bem-estar
social, sendo necessario pensar em formas familiares
para contribuir & reativaglo sécioccondmica das
arcas rurais postergadas. Enfrentar os problemas de
zoonoses nas cidades também resolve problemas de
grupos vulnerdveis, ji que geralmente sdo as
comunidades postergadas as mais afctadas pela sua
presenga, como ¢ o caso da raiva ¢ da leptospirose
urbanas, entre outras. Também ¢ impottante para
essas comunidades a proteglio que os servigos de
higicne dos alimentos proporciona, diminuindo o
risco de doengas transmitidas pelos alimentos.
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PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-VIAA EN
BOVINOS VACUNADOS CON DIFERENTES VACUNAS
ANTIAFTOSA OLEOSAS DE USO COMERCIAL

L.E. Dias, R. Dilandro, E. Vitale, A. Lena

Direccion de Sanidad Animal y Direccion de Laboratorios Veterinarios,

Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca,
Colonia 892, Montevideo, Uruguay

Se estudié la persistencia de anticuerpos anti-VIAA en bovinos inmunizados con diferantes
vacunas antiaftosa oleosas de uso comercial, utilizadas en la Republica Oriental del Uruguay. Se
procesaron 726 sueros de estos animales mediante la técnica de inmunodifusién en gel de agar
con antigeno VIA. Se encontré que la deteccién de anticuerpos anti-VIAA persistié por mas de
171 dlas en animales inmunizados con vacunas de antigeno concentrado con hidréxido de

aluminio.

Desdc julio de 1990, la Repiblica Oriental
del Uruguay presenta la condicion de ausencia
clinicadela ficbreaftosa. Estasituacion cvoluciond
hacia el cumplimiento de metas que Ie permitio ser
considerado como pais libre de la enfermedad. con
vacunacion (6).

Cowan y Graves (3) rclataron el hallazgo de
una protcina cspecifica para ficbre altosa producida
en cultivosde células BHK y en tejidos de animales
infectados por cf virus de la ficbre aftosa. Este
antigeno fuc relacionadocon laactividad replicativa
del viruscn las células infectadas. Posteriormente,
Dawcy Pintodemostraron una respucsta transitoria
al antigeno VIA en animales inmunizados con
vacunas inactivadas con acctilctilencimina (AEI)
bajo condiciones dc campo ().

En otro trabajo (9) se analizd la respucsta
inmuaitaria al antigeno VIA cn la aplicacion de
vacunas sucesivimente. Seobscrvo que la respucsta
en animales vacunados fue de menor intensidad y

Solicitar separatas al :
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
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duracidn en los que recibieron vacunas con AEI,
que en los tratados con vacunas formoladas.
Giambruno ct al. (8) detectaron la aparicion de
anticuerpos anti-VIAA en animales inmunizados
con vacunas con hidréxido de aluminio hasta los
60 dias posvacunacién (DPV). Esta obscrvacion
fue corroborada por cstudios scrocpidemiologicos
rcalizados a campo, con el esquema de vacunacion
cada cuatro mescs, utilizando vacunas acuosas
hidréxido-saponinadas.

Mas recientemente, Alonsoctal, (/) comuni-
caron que vacunas formuladas con antigenos
tratados con inactivantes de primer orden,
geacralimente concentrados por adsorcion y
scdimentacion con hidroxido de aluminio, pucden
originar anticucrpos anti-VIAA, aun no difcren-
ciables por prucbas de laboratorio de aqucllos
inducidos por la infcccidn natural. No obstante,
estos anticucrpos anti-VIAA no persisten por mds
dc cuatro mescs después de la revacunacion, a
diferencia de los originados por la infeccidn natu-
ral. que perduran por afios.

Por otra parte, en estudios rcalizados en el
Uruguay sobre cl seguimicnto de lanares VIA-
positivos, después de la infeccion natural, sc



encontrd que los sueros eran reaccionantes a la
inmunodifusion en gel de agar (IDGA) hasta 16
meses después de haber sufrido la enfermedad. No
se pudo seguir los estudios en el tiempo, por
haberse realizado la faena de los animales (7).

La informacion disponible en el laboratorio
oficial (5) indico que bovinos virgenes al virus de
la fiebre aftosa, mantenidos en condiciones de
aislamiento presentaron, durante mas de 90 dias
después de inmunizados con vacunas de uso
comercial con adyuvante oleoso, reacciones
positivas a la prueba IDGA para la deteccion de
anticuerpos anti-VIAA. Dado que la cobertura de
vacunacion estaba por encimadel 97% y que cinco
laboratorios probados producian vacunas oleosas
por diferentes métodos, los cstudios seroepi-
demioldgicos, que adquiricron un papel relevante
en csta etapa del Programa dc Control y
Erradicacion de la Ficbre Aftosa en cl pais, sc
vicron dificultados.

En basc a cstas considcraciones y a los
antccedentes (/.4.8,9). sc realizo este estudio para
investigar la presencia de anticuerpos anti-VIAA
cn funcion del ticmpo, en bovinos inmunizados cn
condicioncs de campo con distintas vacunas
comerciales y cn predios donde no hubo consta-
tacion de la enfermedad por un ticmpo no menor de
cinco anos.

MATERIALES Y METODOS

Se sclecciond una mucstra de conveniencia
de cstablecimicentos ubicados en Scccionales
Policiales dc cuatro departamentos (Artigas.
Lavallcja, Paysand y Treinta y Tres) sin registro
de ficbre aflosa y que no habian presentado casos
clinicos dc la enfermedad por mis de cinco ailos.
Los mismos sc caracterizan, desde el puntode vista
productivo. como criadorcs (cxtractivos).

Para la inmunizacidn de los animales cn csos
cstablccimicntos sc cinplearon diferentes vacunas
comcrciitles, buscando diferentes combinaciones y
asociacioncs cntre ctlas. Ea la mucstra sc tuvicron
cn cucnta las categorias dc terneros, sobreiiios y
adultos.

Los animales s¢ identificaron ¢n forma indi-
vidual mediante caravanas numeradas v sc procedid
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a una primera sangria, alrededor de los 96 dias de
la revacunacién.

Se realizaron extracciones sucesivas, aproxi-
madamente cada 30 dias a los animales que
reaccionaron positivamente a la técnica de IDGA,
en los dias indicados en el cuadro 1, hasta que se
constaté la desaparicion de la reaccion.

En cada caso, las muestras de sangre fueron
obtenidas por técnicos de los servicios veterinarios
decampoy remitidas ala Direccion de Laboratorios
Veterinarios/Direccion de Lucha contra la Fiebre
Aftosa para su cstudio. Se procesaron 726 sueros
mediante la téenica de IDGA, efectuada de la
manera descripta anteriormente (2). La dltima
sangria sc realizé hasta los 219 DPV, por no
encontrarse ningtin animal positivo en tal fecha.

RESULTADOS

Sc obscrvo que hasta los 171 dias aparccian
animales posilivos a la [IDGA. particularmente en
los adultos (cuadro 1).

Los animales vacunados (pendltimay altima
vacunacion) que presentaron reacciones positivas
fucron solamente los inoculados con las vacunas
tipo olcoso con hidroxido de aluminio. Por cl
contrario, cn los animales inmunizados con vacuna
olcosa sin concentracion con hidroxidode aluminio
no aparccicron reactores VIAA-positivos.

En general, la persistencia fuc mis prolon-
gada cn el ganado adulto que en cl ganado dc
calcgoria menor (cuadro 1).

DISCUSION

En cl presente cstudio sc observo que cn
vacunas olcosas quc utilizan antigeno concentrado
con hidroxido de aluminio. los rcaccioniantes
persisten por wis de 171 dias. En cambio, en los
animales immunizados con vacunas que no utilizan
esle método. no aparccicron reaccionantes duriante
¢l periodo del estudio. Dc cstos resultados. se
desprende una persistencia mayor cn ¢l ticmpo de
los anticucrpos anti-VIAA cn vacunas que ticnen
adyuvante olcoso que los que plantea labibliografia
consultada (1.8, 9).

Bol. Centr. Panam. Ficbre Altosa, 61, 1995
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Este trabajo. realizado en condiciones de
campo, ofrece las restricciones propias de las
dificultades operativas. Una de ellas fue no haber
establecido, al comienzo de la pruecba, la
seronegatividad por [DGA de losanimales incluidos
en el estudio.

En paises que tienen ausencia clinica de la
enfermedad, y que mantiencn esquemas de
vacunacién utilizando vacunas con adyuvante
oleoso, existe la necesidad de poder diferenciar el
reaccionante considerado positivo, sieste proviene
de una actividad viral o si es un falso positivo
provocado a consecuencia de fa vacunacion.

Enun paiscuyoobjetivoes laerradicacionde
la ficbre aftosa, el estudio mediante la técnica de
VIAA noes suficiente para, porsi solo, determinar
actividad viral y debe ser complementado con
otros métodos de laboratorio.
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ABSTRACT

Persistence of anti-VIAA
antibodies in cattle vaccinated with
different anti-foot-and-mouth
disease oil-adjuvant vaccines of
commercial use

The persistence of anti-VIAA antibodies in cattle
inoculated with different commercial anti-foot-
and-mouth disease oil-adjuvant vaccines utilized
in Uruguay was studied. 726 sera of these animals
were studied by agar gel immunodiffusion test
with VIA antigen. It was found that the detection
of anti-VIAA antibodies persisted for more that
171 days in animals inoculated with vaccines of
antigen concentrated with aluminum hydroxide.

RESUMO

Persisténcia de anticorpos
anti-VIAA em bovinos vacinados
com diferentes vacinas antiaftosa
oleosas de uso comercial

Estudou-se a persisténcia deanticorpos anti-VIAA
em bovinos imunizados com diferentes vacinas
antiaftosa oleosas de uso comercial, utilizadas na
Republica Oriental do Uruguai. Foram estudados
726 soros desses animais pela técnica de imuno-
difusdo em gel de agar com antigeno VIA. A
detecgdo de anticorpos anti-VIAA persistiu por
mais de 171 dias em animais inoculados com
vacinas de antigeno concentrado com hidréxido de
aluminio.

ANUNCIO /| ANNOUNCEMENT

Animal. Caracas, Venezuela, 15 al 17 de abril de 1996,

Reunidn de la Comision Sudamericana para la Lucha contra la Fiebre Aftosa (COSALFA)
Todos los aflos se realiza una Reumon de los paises miembros de la COSALFA donde se
discuten asuntos relucionados al combate a la fiebre aflosa.

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

XU Reunion de la COSALFA. Caracas, Venczucla, {8 y 19 de abril de 1996.
Seminario Intemacional sobre Analisis de Riesgo en Relacion al Comercio Intemacional de Animales y Productos de Origen

Caracas, Venezuela, 15-17 April 1996.

Meeting of the South American Commission for the Control of Foot-and-Mouth Disease (COSALFA)
Meetings to discuss matters related 1o 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 ts also held.

XNTII Regular Mecting of COSALFA. Caracas, Venezuela, 18-19 April 1996.
International Seminar on Risk Analysis in Relationto the Intemational Commerce of Animales and Products of Animal Origin.
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ESTABILIDAD Y RESPUESTA INMUNOGENICA DE
UNA VACUNA DE ADYUVANTE OLEOSO CONTRA EL VIRUS
NEW JERSEY DE LA ESTOMATITIS VESICULAR,
ESTUDIADA EN RATONES ADULTOS Y LACTANTES

José Magin Obregon H., Josefa R. de Dominguez

Instituto de Investigaciones Veterinarias
Av. Principal Las Delictas, apt® 70, Maracay, Estado Aragua, Venezuela

Se realizaron dos clases de ensayos en ratones para evaluar la estabilidad e inmunogenicidad de
una vacuna inactivada oleosa contra la estomatitis vesicular (EV) tipo New Jersey, almacenada
a 4°C, 25°C y 37°C por 30 dias. Los grados de inmunidad pasiva y activa se estimaron,
respectivamente, por inoculacién intraperitoneal en ratones lactantes provenientes de madres
vacunadas y por via intranasal en ratones adultos. La vacuna demostré estabilidad flsica y
antigénica, observandose rasistencia a la infeccién en los grupos de animales inmunizados. Estos
ensayos piloto pueden ser Utiles en el diserto de protocolos para /a evaluacién de eficacia o
potencia de vacunas contra EV si se comprueba una adecuada correlacién con los ensayos en

bovinos.

Desde mediados de la dltima década se ha
incrementado el interés en cuantificary minimizar
el impacto negativo que genera la cstomatitis
vesicular (EV) en la ganaderia nacional de carnc y
leche (6).

Epidcmiolégicamente la EV presenta aspec-
tos desconocidos (/0), locual creacontroversiascn
cuanto a la aplicacidon de un programa dc
vacunacién para su prevencion y control; sin em-
bargo sc ha demostrado quc cs posible inmunizar
bovinos en basc a cstudios de anticuerpos scro-
neutralizantes (5,717, 12,21) y respucsta inmunitaria
celular (/5). No obstante, el significado inmuno-
16gico dc los anticucrpos sistémicos contra cl virus
de la cstomatitis vesicular (VEV) en el control de
esta enfermedad atin no ha sido determinado.

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

En Venczucla se han desarrollado vacunas
inactivadas olcosas experimentales contra la EV
(4, 14) capaces de inducir seroconversion en bovinos
de campo, faltando por definir los pardmetros dec
referencia para evaluar su elicacia y potencia en ¢l
laboratorio oficial dc control.

Las prucbas de proteccion en bovinos,
similarcs a las usadas en las vacunas contra la
ficbrc aflosa son muy costosas. Ademis es raro
observar cn estos animales gencralizacion a la
inoculaciondel VEV cn condiciones de laboratorio.

En el estudio de otras rhabdovirosis asi coino
ent diversos entes bacterianos, se ha reconocido cl
valor del raton como animal de cleccion por su
susceptibilidad a la infeccion por patogenos dc
relevancia en investigacion basica, diagnostico y
cn prucbas de eficacia y polencia de vacunas en
protocolos de control cstablecidos.

Sudefinicion de cepas, economia de produc-
ciony mantenimicnto, facilidad de mancjo, aunado
al amplio conocimiento existente de su patogenia

Bol. Centr. Panam. Ficbre Aflosa, 61:27-33, 1995
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por infeccioncon VEV (/6,17,20) lo sefialan como
una alternativa viable a utilizar en este tipo de
estudios.

Estas ultimas consideraciones han llamado
la atenci6n a investigadores def tema. Slavin et al.
(/7) demostraron que una inmunidad pasiva era
transmitida por madres activamente inmunizadas
con VEV a sus crias por medio de la lactancia.
Estas observaciones podrian utilizarse para determi-
nar el estado inmunitario de madres vacunadas
con inmunobicldgicos experimentales por medio
de un ensayo de inmunidad pasiva, similar a los
descritos por Strobbe et al. (/9) y Gongalves y
Moreira (9).

Otros autores (//,12,21) han descrito expe-
rienciascon sus formulas inmunizantes en bovinos.
en paralelo con ratones adultos, destacando la
importancia de éstos en el posible desarrollo de
métodos indirectos dec control extrapolables a
bovinos.

En vista dc cstos precedentes sc decidié
iniciar cstudios cn modelos muridos con la finalidad
de conocer su comportamicnto a la vacunacion ¢
infcccion experimental con ¢l VEV.

MATERIALES Y METODOS

Virus

Sc utilizo una cepa del VEV NJ patdgena
proveniente de cpitelio lingual bovino de campo,
aislada en células Vero y multiplicada en cultivos
de células BHK21 C 13 en suspeasion (/3) conun
titulo fijador decl complemento de 1731 y uma
infecciosidad de 10™* DL, RL/ml.

Formulacion de la vacuna

El virus sc inactivé con 3 mM de ctilenimina
binaria (BEI) por 24 horas a 25°C y las prucbas de
inocuidad sc realizaron en 100 ratones lactantes y
tres pasajes cn monocapas de células BHK21 C13.
las cuales se controlaron por fijacion del comple-
mento 30% (FC,) (2).

El inmundgeno con 1% de Tween 80 se
cmulsifico scgun Stoncctal. (/8) en partes iguales
con una mezcla de 83% de Marcol 52 y 15% de
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Montanide 888 (/) y se usé Timerosal 1:30.000
como preservativo.

La vacuna completa presentd una resistencia
eléctricade >100 Megaohm/cm, densidad de 0,93
g/ml y pH 7,9. La esterilidad se comprobo en
medios bacteriolégicos y su inocuidad y tolerancia
por inoculacién intraperitoneal enratones lactantes
de 5 a 6 dias de edad. Se conservaron alicuotas de
lavacuna final a 4°C, 25°C y 37°C por un mes para
evaluar su estabilidad fisica y antigénica.

Asimismo, a los 0 dias y a un mes se rompid
la emulsion de cada clasc de alicuotas y se tituld el
antigeno por FC,.

Al mes de almacenamiento se retiraron
muestras de la vacuna mantenidas a diferentes
temperaturas y se procedioa lossiguientes ensayos:

Diseiio experimental

Ensayo 1. Inmunidad pasiva en ratones lactantes

Se cruzaron ratoncs cepa [VIC de 75-90 dias
de edad. A los 4 dias sc retiraron los machos y se
vacunaron tres grupos de hembras, cada uno con
0.25 ml por via subcutinca de las alicuotas de las
vacunas mantenidas a 4°C (grupo A), 23°C (grupo
B) y 37°C (grupo C). dcjando un grupo control
(grupo'D) sin vacunar.

Sc reparticron en jaulas individuales y sc
revisaron diariameate, registrando cl niuncro de
ratoncs paridos y la fecha de nacimicnto de cada
camada.

A los 28 dias posvacunacion (DPV) sc ino-
cularon los ratones lactantes (cdad promcedio 5-6
dias) de los cuatro grupos con VEV NJ en dilu-
ciones décuples scriadas a razon de 0,05 ml por via
intraperitoncal. De la misma mancra sc realizo un
titulo control en ratones lactantes de 5-6 dias de
edad. Los animales paraliticos y mucrtos fucron
registrados diariamente durante 7 dias y los titulos
fucron calculados por el método de Sperman y
Kiirber.

El indice dec proteccion en ratén lactante
(IPRL) paracada grupo sccalculé como ladiferencia
entre ¢l titulo infeccioso del grupo D y el tituto de
cada uno.



Ensayo 2. Inmunidad activa en ratones adultos

Se vacunaron los tres grupos A, By C de 20
ratones cada uno, de 21 dias de edad, cepa CIV con
0,25 ml por via subcutinea en el dorso, dejaindose
el grupo D sin vacunar como testigos.

A los 30 DPV se sangraron en blanco por
puncion intracardiaca la mitad de cada grupo y los
ratones restantes fueron infectados porvia intrana-
sal con 10°DL, RLdel VEVNJ, arazénde S ml por
fosa (lo que provoca aproximadamente el 50% de
mortalidad). La prueba se observéd por 15 dias, y se
sangraron los animales sobrevivientes.

El "pool" de sueros obtenidos de cada grupo
se inactivé a 56°C por 30 minutos y sc conservaron
a -20°C.

Las respuestas humorales de los ratones
fucron cstudiadas por indices de seroproteccion en
ratoncs lactantes (ISP) (7), seroncutralizacion en
placas dc microtécnicas (MSN) (8) con monocapas
preformadas de Vero contra 100 DICC, del VEV
NJ homélogo FCm (3). usando una unidad FCmdc
la cepa VEV NJ Costa Rica/66 y cinco unidades
hemoliticas del complemento 50%.

RESULTADOS

Esterilidad, inocuidad y estabilidad
de la vacuna

La vacuna resulto cstéril ¢ inocua y no sc
obscrvaron rcacciones indescables en los ratoncs
adultos somctidos a lasexperiencias anteriormente
descritas.

Laintcgridad fisicadela cmulsion se mantuvo
cn todas fas condiciones obscrvadas.

El cuadro | presenta los titulos de FC,, del
antigeno vacunal mantenido a difercntes tempera-
turas cn los lapsos scifalados cuando sc procedio a
fa ruptura de la cmulsidn.

Ensayos de inmunidad pasiva en
ratones lactantes

La tasa de sobrevivencia de los animales a la
infcccion intraperitoneal secaleuld por dilucidn de
virus. Los rcsultados sc mucstran cn ¢l cuadro 2.
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En el grupo de control (grupo D), la tasa de
sobrevivencia esta relacionada con la dilucién de
virus inoculada, a excepcién en la dilucién 102
Por otra parte, para el clculo del titulo infeccioso
del grupo D asumimos que no hubo sobrevivencia
en las diluciones menores a 1073, basados en el
titulo infeccioso del virus de exposicion. También
se muestra el grado de inmunidad adquirida
alcanzado por los ratones lactantes de los grupos
A, By C provenientes de madres vacunadas. Estos
titulos se calcularon asumiendo que ningin ani-
mal de estos grupos moriria inoculado con
diluciones mayores de 10-? del virus de exposicion.

De los resultados presentados en el cuadro 2
llamg la atencion lo observado en las camadas
inoculadas con la dosis mas alta de virus lo cual se
detalla en el cuadro 3.

Las tres camadas dcl grupo A resistieron
parcialmente a la descarga del virus, en el grupo B
una camada fuc complctamente resistente y la otra
no sobrevivid, y en el grupo C dos camadas resis-
ticron parcialmente y la otra no sobrevivio.

Ensayos de inmunidad activa en
ratones adultos

Sedetectdscroconversionalos 30DPVen los
tres grupos de ratones adultos vacunados (cuadro
4).

Todos los animales vacunados ¢ infcctados
por via intranasal sobrevivicron, manteniéndosc
normales durante ¢l tiecmpo de obscrvacion. El
cstudio scrologico a los 15 dias posinfeccion (DPI)

Cuadro 1. Titulos de fijaciéon del complemento
del antigeno vacunal aimacenados a diferentes
temperaturas en funcién de tiempo

Temperatura de Meses

almacenamiento 0 1
4°C 1/28 1/32
25°C - 1/80
37°C - 1/144

Bol. Centr. Panam. Ficbre Altosa, 61, 1993
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Cuadro 2. Inmunidad pasiva en ratones lactantes.
Tasa de sobreviviencia por dilucién de virus

Grupo A Grupo B

Grupo C

Grupo D Titulo de virus

Dilucién
devirus S/T %S SIT %S

%S ST %S SIT %S

10° 10/26 38,46 819 4210
10" 15115 100 9/11 818t
10?2 19/19 100 9/9 100

12132 3750 - - - -
16/16 100 - - 06 0,00
1114 7857 - 0/6 0,00

- 6/9 6667 3/6 50,00

10° - - - -

104 - . . ; - 310 3000 3/6 50,00

10° .- . . . 666 100  6/6 100

10 .- - . . 1515 100  6/6 100

107 .. ; ; - 99 100 66 100
Titulo* 0,11 0,26 033 3,53 3,50
IPRL 3,42 327 3.20 ‘

S/T Numero de ratones sobrevivientes/total de ratones inoculados

IPRL Indice de proteccién en ratén lactante

%S Porcentaje de sobreviviencia
* Log,, DL,RL/0,05 ml

evidencio altos niveles de anticuerpos circulantcs
que, salvo un caso, no permiticron calcular los
puntos finales de titulo.

Scisde los 10 testigos infectados comenzaron
a mostrar incoordinaciéon motora, parilisis
progresivay mucrtca partir de los 5 DPI, muricndo
¢l Gltimo a los 8 DPI: cl tejido cercbral de estos
animales fuc positivo al VEV NJ por FC,. Los
testigos sobrevivicntes presentaron bajos niveles
de anticuerpos a los 15 DPL

DISCUSION

El incremento de los titulos de FC, dcl
antigeno vacunal mantenido durante un mes a
25°Cy 37°C (cuadro 1) pudicra debersc a laaccion
dela temperaturay cl Tween 80 sobre las proteinas
del virus inactivado. Sin embargo. esto no afecto la
inmunogenicidad de la vacuna (//,18) y los datos
aqui prescntados. Se ha demostrado que los
detergentes no ionicos solubilizan selectivamente
las proteinas de la cdpsula dejando la ribonuclco-

Obregon y Dominguez

cipside intacta, y ticnen poco o ningin efecto
adverso sobre la antigenicidad de la subunidad
inmunogénica del VEV, la glicoproteina G, (2/).

Las expericncias de inmunidad pasiva
demostraronuna marcada resistencia a la infeccion
cn ratones lactantes provenicntes de madres
vacunadas. Basados ¢n los resultados obtcnidos se

Cuadro 3. Inmunidad pasiva en ratones
lactantes. Tasa de sobreviviencia por
camada en dilucién 10°

Grupo A Grupo B Grupo C

Camada S/T %S SIT %S SIT %S

1 38 3750 011 000 9/10 90,00
2 4/9 44,44 8/8 100 3t 27,27
3 3/9 33,33 - - 0/11 0,00

SIT Numero de ratones sobrevivientes/ total de ratones inoculados
%S Porcentaje de sobrevivencia



Cuadro 4. Inmunidad activa en ratones adultos

30 DPV 15 DPI
MSN 100 >2,560
VACUNADOS ISP 3,47 >3,82
Grupo A FCF,, - >1/320
Mortalidad 0/10*
MSN 200 >2,560
VACUNADOS ISP 3,34 >3,82
Grupo B FCF,, 1/236 1/160
Mortalidad 0/10
MSN 320 >2,560
VACUNADOS ISP 3,17 >3,82
Grupe C FCF,, 1/140  >1/320
Mortalidad 0/10
MSN <20 -
TESTIGOS 1SP 0,00 1,80
Grupo D FCF, <1/10 1/20
Mortalidad 6/10

DPV Dias posvacunacion

DPI Dias posinfeccion

MSN Seraneutralizacién en placas de microtécnica
ISP Indice de seroproteccién

FCF., Fijacién del complemento en frio

¢ Ratones protegidos/ratones infectados

calculd un IPRL que confirmé la cstabilidad
inmunogénica de la vacuna experimental en cste
modclo de laboratorio.

Gongalves y Morcira (9) realizaronun cstudio
estadistico de esta prucba para la cvaluacién de
vacunas antiaflosa, verificando que existia una
variacion cn ¢l indice de proteccion y por lo tanto
cranceesario usarun minimode 55 ratoncs lactantes
por dilucion dc virus para reducir la variacién aun
nivel aceptable que permitiese la repetibilidad de
la prucba.

Las incsperadas variaciones de reaccion cn
la dosis mas alta de virus para los grupos By C
(cuadro 3). donde sc presentan una camada comple-
tamente inmuaizada y otras practicamentc despro-
tegidas. también fucron informadas por Strobbe ct
al. (/9) en un cnsayo de inmunidad matcrna
adquirida para vacunas antiaftosa sin cncontrar,
como nosotros, explicacion satisfactoria.
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Los resultados de los ensayos de inmunidad
activaen ratones adultos mostraron, como informan
otros autores (/1,12,16,21), que estos animales
responden a lainoculacién parenteral del VEV con
altos niveles de anticuerpos séricos capaces de
producir inmunidad.

E! método de infeccion por via intranasal
para desafio de inmunidad parece ser mas sencillo
y efectivo que el utilizado por Mackettetal. (/12) e
Yilma et al. (21), consistente en administrar 108
unidades formadoras de placadel VEV en la vena
caudal del ratén, lo que provoca una encefalitis
fatal al 50-60% de la poblacién infectadaen 6a 12
DPL

En el ratdn, el drea olfatoria constituye una
gran parte de la membrana mucosa nasal y su
epitelio neural ofrcce un sustrato de células nervio-
sas de ficil exposicion al virus instilado por las
fosas nasales. La proteccion contra la invasion del
cerebro por la via olfatoria en ratoncs adultos es
una prueba critica de la eficacia de su inmunidad
activa. La vacuna cxperimental produjo scrocon-
version y una solida inmunidad en los tres grupos
cstudiados.

Estos modclos muridos descritos proveen
sistemas basicos de prucbas para cvaluar la potencia
o cficacia de vacunas contra la EV, con la ventaja
de que no es necesario adaptar cepas virales a
ratén. Sin embargo, las cepas virales de desafio y
las cepasde ratén utilizadas deben ser definidas, ya
que la respuesta inmunitaria celular del raton
depende de la dosis de virus inoculadas, de la
virulencia del virus y de la cepa de raton (22).

Otros cstudios estin cn progreso para
determinar si la respucsta inmunitaria cuantificada
cn ratoncs s¢ corrclaciona con la proteccion de
bovinos vacunados contra la EV.
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ABSTRACT

Stability and immunogenic
response in aduit and suckling
mice of an oil-adjuvant vaccine
against vesicular stomatitis
New Jersey virus

Two assays to asscss the stability and immunogce-
nicity of an inactivated oil vaccine against vesicu-

RESUMO

Estabilidade e resposta imunitaria
de uma vacina de adjuvante oleoso
contra o virus New Jersey da

estomatite vesicular, estudada em
camundongos adultos e lactentes

Realizaram-sc dois ensaios cm camundongos para
avaliar a estabilidade ¢ imunogenicidade de uma
vacina inativada olcosa contra a cstomatite vesicu-
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lar stomatitis (VS) type New Jersey, stored at 4°C,
25°C and 37°C during 30 days, was performed.
The levels of passive and active immunity were
estimated both by intraperitoncal inoculation in
suckling mice born from vaccinated mothers and
intranasally in adult mice. The vaccine showed
physical and antigenic stability, and resistance to
infection in the groups of animals immunized was
obscrved. Thesc pilot tests can be useful to design
protocols for evaluation of efficacy or potency of
vaccines against VS provided that and adequate
corrclation with the assays performed in cattle is
demonstrated.

lar (EV) tipo New Jersey, armazenadaa 4°C, 25°C
¢ 37°C durantc 30 dias: cnsaio de imunidade
passiva em camundongos lactentes ¢ cnsaio de
imunidade ativa cm camundongos adultos. Os
graus dcimunidadc passivacativaforam estimados,
respectivamente, por inoculaglo intraperitoncal
cm camundongos lactentes provenientes de mies
vacinadas ¢ por via intranasal cm camundongos
adultos. A vacina demonstrou cstabilidade fisica ¢
antigénica, ¢ sc obscrvou resisténcia d infecglio nos
gruposde animais imunizados. Esses ensaios piloto
podem scr utcis no desenho de protocolos para 4
avaliagfio da eficicia ou poténcia de vacinas contra
a EV, prévia comprovagio dc uma adequada
correlagdo com as provas em bovinos.
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DESEMPENO DE UN ENSAYO INMUNOENZIMATICO DE
ELECTROTRANSFERENCIA RAPIDO PARA LA DETECCION DE BOVINOS
EXPUESTOS AL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

Ingrid E. Bergmann, Viviana Malirat

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

Se evalub la efactividad de un ensayo inmunoenzimético de electrotransfarencia (EITB) para la
deteccién de anticuerpos contra antigenos de replicacién del virus de la fiebre aftosa (VFA) en
bovinos expuestos al mismo. El ensayo EITB, que utiliza como sondas serolégicas antigenos virales
no estructurales producidos por bioingenierfa y altamente purificados, se compard con la prueba
tradicional de inmunodifusién en gel de agar (prueba VIAA), que emplea un antigeno asociado a la
infeccién viral parcialmente purificado. Se evalué la sensibilidad y especificidad de ambas prusbas
mediante el astudio de 110 sueros de bovinos naturalmente expuestos, y con comprobado estado
de infeccién, asl como de sangrias seriadas de 25 animales infectados experimentaiments, y de
1.899 sueros de animales de regiones libres de FA (1.058 de los cuales provenian de bovinos
vacunados sisteméticamente). Ademés se realizaron estudios en 43 bovinos para evaluar la
sensibilidad de estas pruebas para reconocer animales persistentemente infectados. Los resulta-
dos indicaron que, comparado con la prueba VIAA, el ensayo EITB es mas sensible y especifico
para detectar bovinos expuestos al VFA, aun durante la infeccién persistente, y especialmente en
regiones con vacunacién sistemética. Por lo tanto, se recomienda el uso del £/T8 como una prueba
sensible, segura, répida y econémica para la detaccién especlfica de exposicién viral en el campo.

Dcbido a la habilidad del virus de la ficbre
aftosa (VFA) dc cstablecer infeccion subclinica en
bovinos y otros rumiantes (3.6,9,10,15,16,17), el
desarrollo de métodos confiables para la deteccion
de actividad viral asintomdtica cn una poblacion
animal seria una contribucion importante, tanto
para los programas de erradicacion vigentes en
América del Sur cuanto para cl comercio interna-
cional de ganado y subproductos de origen ani-
mal.

Solicitar separatas al:
Centro Panamericano de Ficbre Aflosa (OPS/OMS)

Bol. Centr. Panam. Ficbre Aftosa, 61:34-39, 1995

En regioncs endémicas donde sc realizan
programas sistenuiticos de vacunacion, la identi-
ficacién de bovinos infectados debe basarse cn
prucbas capaces de difcrenciar los animales infcc-
tados de aquellos que cstin solamente vacunados.
Micntras que las vacunas inducen anlicucrpos
principalimente contra antigenos estructurales, la
replicacion viral en cl hospedador induce, ademis
de anticucrpos contra protcinas estructurales,
aquecllos correspondicntes a las protcinas no
estructurales. Asi. los animales infectidos pucden
ser identificados en forma confiable mediante {a
deteccion de anticuerpos especificamente induci-
dos contra antigenos no estructurales y por lo tan-
to. contra el virus rcplicativo.



El uso del(de los) antigeno(s) asociado(s)
a la infeccion viral (VIAA), formado por una
mezcla compleja de proteinas de las cuales la
polimerasa 3D es un componente principal, como
sonda seroldgica en una prueba de inmunodifusién
en gel de agar (prueba VIAA) (/,7,11,12)
constituyé una herramienta valiosa para evaluar
el estado de infeccién en bovinos vacunados.

Debido a la baja sensibilidad de la prueba
VIAA, una cantidad considerable de animales
expuestos puede dar resultados falso-negativos,
especialmer.ic en los estados tardios de la infeccion
persistente, durante los cuales hay una disminu-
cion significativa dc los niveles de anticucrpos
especificos de infeccion (4). Esto es especialmen-
te importante en las pruebas para importacion y
exportacion, y para cvaluar la actividad viral resi-
dual en regiones con programas avanzados de¢
erradicacion. Ademas, resultados VIAA positivos
pueden ser inducidos por vacunas actualmente
usadas que conticnen una elevada concentracién
de antigenos de VFA impuros, cspecialmente
después de repetidas vacunaciones (24,8, /4). Esto
pucdc dar un clevado porcentaje de resultados fal-
so-positivos, no aceptable, que interferiria en la
evaluacion de mucstreos scrocpidemioldgicos. cs-
pecialmente en poblaciones con baja prevalencia
dec FA.

Para superar las limitaciones mencionadas,
¢l Centro Panamericano dc Ficbre Aftosa
desarrolld un ensayo inmunocnzimitico dc
clectrotransferencia (EITB) scguro, ripido. de bajo
costo y simple cjecucion, capaz de identificar
animales con infeccion persistente, independicnte
de su estado de vacunacion (4, /3). Usando solo
una pequeiia cantidad de sucro, cste ensayo per-
mite detectar anticucrpos contra los polipéptidos
3A. 3B, 2C, 3D y 3ABC producidos por ¢l virus
durantc su replicacion cn ¢l hospedador. Utilizan-
do estc método sc demostro la climinacion de re-
sultados falso-negativos obtenidos mediante la
prucba VIAA cn sucros cou titulos bajos, asi como
de resultados falso-positivos de la prucba VIAA,
ocasionados por la rcactividad de sucros dc
animales vacunados (4).

El objctivo de cste cstudio fuc extender
trabajos anteriores sobre sensibilidad. cspecifici-
dad y confiabilidad dcl EITB para detectar
animales positivos al VFA, incluyendo aqucllos
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infectados subclinicamente, independiente de su
estado de vacunacion.

El ensayo utiliza como sondas serolégicas
un conjunto de antigenos virales no estructurales
obtenidos por técnicas de ADN recombinante, pu-
rificados hasta homogeneidad electroforética (/3).
Una mezcla de 20 ng/mm de cada una de las pro-
teinas no estructurales del VFA, 3A,3B,2C, 3Dy
3ABC se resuelve por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 12,5% y se transfiere a mem-
branas de nitrocelulosa. Las reacciones
inmunoenzimaticas se realizan de acuerdo con lo
descripto (/3). El ensayo es utilizado como una
prueba de screening en una tnica dilucion. Como
alternativa se puede obtener informacidn
scmicuantitativa a través de la titulacién de los
sucros reaccionantes. '

Para cada hoja de nitrocelulosa que define
un gel transferido sc deben incluir duplicados de
los sucros controles. Estos sucros controles
primarios incluyen: a) un control positivo prove-
nicnte de un pool de sucros de animales
comprobadamente infectados; b) un control posi-
tivo débil provenientic de un pool de sucros de
animales que mostraron un nivel de anticucrpos
igual al mas alto registrado por EITB cn regiones
dc muy bajo ricsgo cpidemioldgico (tres ailos
despuds del Giltimo brote); ¢) un control limite (cut-
off) provenicnte de un pool de sucros con la maxi-
ma reactividad obscrvada por EITB cn animales
dc regiones libres de FA, sin vacunacion: d) un
control ncgativo provenicnte de un pool de sucros
de animales cn regiones libres de FA, sin
vacunacion.

Para quc el ensayo sca vilido, las tiras con
fos sucros controlcs positivos, débilmente positi-
vos y los cut-off deben mostrar reaccion con todos
los antigenos, micntras que las tiras de sucro
control negativo no deben mostrar ninguna
reactividad. Una mucstra sc considera EITB ne-
gativa si todas las bandas de proteina viral estin
por debajo de la reactividad del control cut-o/f. 0
si un maximo de dos lincas de antigenos estan por
encima del nivel del control cut-off7 Una muestra
sc considera EITB positiva si los cinco antigenos
muestran reactividad igual o superior al nivel del
control cut-off. Una mucstra cs indeterminada si
los criterios para positivo o negativo arriba men-
cionados no son alcanzados.

Bol. Centr. Panam. Fichre Allosa, 61, 1995



La sensibilidad fue estimada por la
evaluacion de 110 sueros de animales involucrados
en brotes de campo y comprobadamente infectados,
recolectados 20 dias después del aparecimiento de
laenfermedad. Como se veenel cuadro 1, el EITB
identificé correctamente todos los sueros de los
bovinos infectados como positivos. También se
muestra una comparacion con los resultados
obtenidos por la prueba VIAA. Solo 88 de estos
sueros fueron positivos por la prueba VIAA. La
poblacion positiva al VFA también incluyd 10 bo-
vinos vacunados y 13 sin vacunar que fueron ino-
culados con VFA. Los sueros antes de la
inoculacién fueron negativos por ambas prucbas,
VIAA y EITB, pero a los 14 dias posinoculacién
todos los sueros dicron resultados EITB positivos,
independicnte de la vacunacion. En este caso. to-
das las muestras fucron VIAA positivas, aunque
con titulos de 10 a varios miles de veces mids bajos
que los obtenidos por ¢l método EITB. Estos re-
sultados indican que la sensibilidad del EITB,
usando ¢l nivel de cut-off mencionado, es de 100%,.

Sin cmbargo contina la pregunta sobre la
sensibilidad dc Ia prucba de EITB para reconocer
animalcs persistentemente infectados por VFA en
los estados tardios de la infeccion, durante los
cualcs los titulos de los sucros scrian bastante bajos.
y ¢l cstado de infeccion del animal cs dificil de
evaluar con scguridad () por los procedimicutos
disponibics cn ¢l preseate (5). Con cste proposito
sc realizaron estudios en un grupo de 15 animales
no vacunados, infcctiados experimentalmente, y
mantcnidos cn aislamiento por dos aos. Sc
tomaron muestras scriadas de fluidos esofigico-
faringcos (EF) y de sangre a intervalos de 15 6 30

dias. Los resultados indican que la prueba EITB
es adecuada para detectar, consistentemente,
anticuerpos del VFA persistentes en los estados
tardios de la infeccion. durante los cuales los re-
sultados de la prueba VIAA ya no fueron positi-
vos, y el virus no fue recuperado de fluidos EF. o
solo lo fue ocasionalmente. El cuadro 2 muestra
los datos de 4 de los 15 animales estudiados.
Conclusiones similares fueron deducidas de un
grupo de ocho bovinos vacunados infectados ex-
perimentalmente y otro de 20 animales infectados
naturalmente y sometidos a vacunacion sistemati-
ca (datos no mostrados).

El hecho de que varios animales estudiados
mantenian scropositividad por EITB, aun despucs
de los 350 dias del dltimo aislamiento de VFA
(ejemplos en los animales A y D, cuadro 2). indi-
ca que los anticuerpos contra los antigenos de
replicacion persisten por mas tiecmpo que cl virus
en la region EF, por lo menos cuando sc aplican
los métodos actualmente cn uso. Por lo tanto. la
prucba EITB permite la deteccion de animales con
previa exposicion al VFA con mayor sensibilidad.
En contraposicidn, la prucba VIAA ya sc torna
negativa, aun cn tiempos en que ¢l virus todavia
pucde ser recuperado frecucntemente de fluidos
EF (cuadro 2).

Se evalud la especificidad en un grupo de
sucros dc bovinos de regioncs libres de FA, como
El Satvador, Panamad, Chile, la Patagonia argenti-
na y Uruguay, asi como en sucros de bovinos
scleccionados para las prucbas dc potencia de
vacunas. Los resultados dc este cstudio sc
presentan en ¢l cuadro 3 y muestran que no sc
obscrvaron sucros positivos por EITB. Sin cinbar-

CUADRO 1. Resuitados del EITB y de la prueba VIAA en

bovinos positivos al VFA

Animales positivos Total Prueba VIAA EITB
al VFA sueros (+) () (+) -)
Naturalmente infectados 110 88 22 110 0
Experimentaimente infec-

tados (vacunados) 10 10 0 10 0
Experimentalmente infec-

tados (sin vacunar) 1S 15 Q 15 0

Bergmann y Malirat
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CUADRO 2. Frecuencia de determinaciones positivas por recuperacién de virus (EF),
pruebas VIAA y EITB durante el curso de infecciones persistentes

Dias posinfeccién

Hasta 150 150-300 300-450 450-600 600-750

Bovino
EF VIAA EITB EF VIAA EITB EF VIAA EITB EF VIAA EITB EF VIAA EITB

A 4/11* 10111 11/11 310 10/10 10110 15 05 55 o5 05 55 05 0S5 S5
B 10411 10/11 1111 5/10 10110 1010 25 0O/5 SiS 15 05 5/5 16 0/6 6/6
c 811 1011 1111 210 910 10/10 15 05 S5 15 05 55 2/5 0/5 5/5

D 7M1 10/11 1111 410 810 1010 25 05 S5 1/5 0/5 S/5 05 0I5 55

* NUmero de positivos/Numero de determinaciones totales.

CUADRO 3. Especificidad del EITB y de la prueba VIAA

Regidn libre Total Interpretacion de EITB Prueba VIAA
de FA sueras
Positivo Indeterminante Negativo Positivo  Negativo
Sin vacunacion 841 0 2 839 0 841
Con vacunaciéon 517 0 2 515 21 496
(< 2 allos)
Con vacunacion 541 0 6 535 36 505
(> 2 aflos)

Bol. Centr. Panam, Fiebre Aftosa, 61, 1995
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go, algunos de estos sueros dieron reactividad
indeterminada, aunque débil. Los valores de
especificidad por EITB fueron 99,8% en las dreas
libres sin vacunacion, 99,6% y 98,9% para los
animales con menos o0 mds de dos afios de edad,
respectivamente, en las dreas libres con
vacunacion. Al contrario, fa prueba VIAA dio una
especificidad mucho miis baja, especialmente en
las regiones con vacunacion sistematica (95,9%y
93,3% en animales con menos o mds de dos afios
de edad. respectivamente). Esto probablemente
resulta de la interferencia de las vacunas, que bajo
los programas actuales de inmunizacion utilizan
antigenos concentrados.

Ademas, como ya sc informd (4), la
respuesta de sucros de animales infectados con
virus bovinos a ARN (diarrca viral bovina, lengua
azul. coronavirus bovino, peste bovina, estomatitis
vesicular, ficbre cfimera del bovino) o virus a ADN
(estomatitis papular bovina, rinotraqueitis infec-
ciosa bavina, herpes bovino tipo 2, ficbre catarral
maligna) indicaron falta de reactividad cruzada.

Sc obtuvicron resultados satisfactorios dc
variabilidad tnter ¢ intracnsayo cuando se cvaluo
la rcproducibilidad de la prucba utilizando
mucstras débilmente positivas.

La alta especificidad y scnsibilidad dcl
método. asi como su simpic y ripida cjecucion,
bajo costo, y ficil implementacion, que permite el
cstudio de varias muestras, lo hace adecuado para
scleccionar animales durante las prucbas para
importacion y exportacidon asi como para la
realizacion de encucstas scrocpidemiologicas cn
gran cscala. En regiones con vacunacion sistemi-
tica cs especialmente importante, pues la
cvaluacion precisa de la actividad viral cs una
coutribucion esencial para la decision de continu-
ar o suspender la vacunacion.
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RESUMO

Desempenho de um ensaio imuno-
enzimatico de electrotransferéncia
rapido para a detecgdo de bovinos
expostos ao virus da febre aftosa

Evaluou-sc a cfetividade de um ensaio imunocnzi-
matico de clectrotransferéncia (EITB) para a
detecgdo de anticorpos contra antigenos de
replicagio do virus da febre aftosa (VFA) em bo-
vinos cxpostos ao mesmo. O ensaio EITB, que
utiliza como sondas sorologicas antigenos virais
nilo estructurais produzidos por biocngenharia ¢
altamente purificados. comparou-se com a prova
tradicional de imunodifusio cn gel de agar (VIAA
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teste), que utiliza um antigeno associado a infec-
¢do viral, parcialmente purificado. Evaluou-se a
sensibilidade ¢ especificidade de ambas provas me-
diante o estudo de 110 soros de bovinos natural-
mente expostos ¢ comprovado cstado de infecgdo,
bem como de sangrias seriadas dc 25 animais
infectados experimentalmente, e de 1.899 soros de
animais de regides livres de FA (1.058 dos quais
eram de bovinos vacinados sistemdticamente).
Também realizaram-se estudos cm 43 bovinos para
avaliar a sensibilidade destas provas para reconhe-
cer animais persistentemente infectados. Os resul-
tados indicaram que. comparado com a prova
VIAA., o ensaio EITB ¢ mais sensivel ¢ especifico
para detcctar bovinos cxpostos a0 VFA mesmo
durante a infecgdo persistente, cspecialmente em
regides com vacinagdo sistemdtica. Portanto. re-
comenda-sc o uso do EITB como uma prova scn-
sivel. segura, ripida ¢ ccondmica para a detecglo
especifica de exposigiio viral no campo.
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Short Report

PERFORMANCE OF A RAPID ENZYME-LINKED
IMMUNOELECTROTRANSFER BLOT ASSAY FOR DETECTION OF
CATTLE EXPOSED TO FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS

Ingrid E. Bergmann, Viviana Malirat

Pan American Foot-and-Mouth Discase Center (PAHO/WHO)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brazil

The effactivenass of an enzyme-linked immunoslectrotransfer blot (EITB) assay for detection of
antibodies against foot-and-mouth disease virus (FMDV) replicating antigens in exposed cattle was
avaluated. The EITB assay, that uses a set of highly purified bioengineered nonstructural viral antigens
as serologic probes was compared with the traditionally used immunodiffusion in agarose gel test
(VIAA test), which employs a partially purified virus- infection-associated antigen. Sensitivity and
spacificity of both tests were evaluated by assessing 110 sera from naturally infected cattle of proven
disease status as well as serial bleedings from 25 experimentally infected animals, and 1,899 sera
from animals in FMD-free regions (1,058 of which were derived from systematically vaccinated
cattle). Studies were also conducted in 43 cattle to evaluate the sensitivity of these tests to racognize
persistently infected animals. The results indicated that compared to the VIAA test, the EITB assay is
more sensitive and specific to detect cattle exposed to FMDV, even during persistent infaction, and
particularly in regions subjected to systematic vaccination. Thus, use of the EITB assay is recommended

as a sensitive, safe, rapid and economic field tast for specific detection of previous viral exposure.

Considering the ability of foot-and-mouth
discasc virus (FMDYV) to cstablish subclinical
infection in cattle and other ruminants (3.6,9.170,
15.16,17), the development of reliable mcthods
for detcction of asymptomatic viral activily in an
animal population should be an importamt
contribution with respect to both eradication
programs in progress in South American countrics
and international trade of livestock and livestock
products.

In cndemic regions with ongoing vaccination
programs, identification of infccted cattle should
be bascd on assays capable of diffcrentiating
infected animals from thosc that have merely been

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

Bol. Centr. Panam. Ficbre Allosa, 61:40-44, 1995

vaccinated. While vaccines induce antibodics
mainly to the structural antigens, viral replication
in the host clicits antibodics against structural as
well as nonstructural proteins. Therefore, infected
animals can be identificd with certainty by
detecting antibodics specifically raised against
nonstructural antigens and thus, against
replicating virus.

In this regard, the usc of the virus-infection
associated antigen(s) (VIAA), composcd of a
complex mixture of proteins of which the
polymerase 3D is a major component, as a
scrologic probe in an immunodiffusion in agarosc
gel mcthod (VIAA test) (/,7,11,12) constituted a
valuable tool for the cvaluation of the infcction
status in vaccinated cattle.

Duc to the low sensitivity of the VIAA test,
a considcrable portion of exposed animals may



vield false-negative results, particularly at late
stages of persistent infection, during which there
is a significant decrease in the levels of infectious-
specific antibodies (). This is especially relevant
for import/export testing and for evaluating resi-
dual viral activity in regions with advanced
eradication programs. Furthermore, VIAA-
positive results can be induced by currently in use
vaccines containing a high concentration of
nonpurified FMDV antigens, especially after
repeated vaccinations (2,4,8./4). This may lead
to an unacceptably high percentage of false-posi-
tive results which can interfere in the evaluation
of surveys, particularly in populations with a low
prevalence of FMD.

In order to overcome the above-mentioned
limitations, a safe, rapid, inexpensive, simple-to-
perform enzyme-linked immunoelectrotransfer
blot (EITB) assay capable of identifying animals
with persistent infection, regardless of their
vaccination condition, has been developed at the
Pan Amcrican Foot-and-Mouth Discase Center
(4,13). Using only a minutc amount of scrum, the
assay detects antibodics against polypeptides JA.
3B. 2C. 3D and 3ABC, produced by the virus while
it replicates in the host. By utilizing this approach,
climination of falsc-negative VIAA test results in
low titer sera, as well as of falsc-positive VIAA
test results, caused by reactivity of scra from
vaccinated animals, was demonstrated (4).

The objective of this study was to extend prior
studics on the scusitivity, specificity and
consistency of the EITB test for detecting FMDV-
positive animals. including those subclinically
infceted, regardless of their vaccination status.

The assay uscs a sct of recombinant DNA-
derived nonstructural viral antigens. purificd (o
clectrophoretic homogencity, as scrologic probes
(13). A mixture of 20 ng/mm of cach of the FMDV
nonstructural protcins 3A, 3B, 2C. 3D and 3ABC,
arc resolved on 12.5% polyacrylamide gel
clectrophoresis. and transblotted to nitrocchulose
membranc filters. limmunoenzymatic reactions are
carricd out as described (/3). The assay is uscd s
a single dilution screening test. Alternatively.
semi-quantitative information can be obtained
through titration of rcactive sera.

A sct of two replicates of control scra must
be assayed for cach nitrocellulose shect, which
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defines one transferred gel. These primary
reference standards include: (a) a positive control
derived from a pool of sera from infected animals
of proven disease status; (b) a weakly positive
control derived from a pool of sera from animals
which showed the highest EITB antibody levels
in regions with very low epidemiological risk
(three years after the last outbreak); (c) a cut-off
control derived from a pool of sera with maximal
EITB background reactivity observed in animals
from FMD-free regions, with no vaccination; (d)
a negative control derived from a pool of sera from
animals in FMD-free regions, with no vaccination.

For the test system to be valid. the positive,
weakly positive, as well as the cut-off controt strips,
must show reaction with all the antigens, while
the negative control strip must not show reactivity.
A sample is considered EITB negative if all viral
protcin bands are below the reactivity of the cut-
off control or if a maximum of two antigen lines
arc above the cut-ofT control level. A sample is
considered EITB positive if all five antigens show
reactivity equal or higher than the cut-off control
level. A sample is indetcrminate if the above-
mentioned criteria for positive or ncgative
reactivity arc not met.

Sensitivity was cvaluated by asscssing 110
scra from animals involved in ficld outbreaks, and
of proven discase status, collected 20 days after
detection of the discasc. As can be scen in table 1,
the EITB assay correctly identificd all sera {rom
infected cattle as positive. A comparison with the
results obtained by the alternative VIAA test is
also shown. Of thosc scra, only 88 werc positive
by the VIAA test mcthod. The FMDV-positive
population also included 10 vaccinated and 135
nonvaccinated cattle which were inoculated with
FMDYV. Scra before inoculation were VIAA test
and EITB ncgative, but at 14 days post-inoculation
all scra gave EITB positive results, regardless of
their vaccination condition. In this casc. all
samples were positive by the VIAA test. although
with titers ranging from 10 to several thousand
times lower than those detected by the EITB
mcthod. These results indicate that sensitivity of
the EITB using the mentioned cut-off level is
100%.

The question still remains as to the sensitivity
of the EITB test to recognize FMDV persistently

Bol. Centr. Panam. Fichre Aftosa, 61, 1995
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Table 1. EITB and VIAA test results of FMDV-positive cattle

FMDV-Positive Total VIAA test EITB
animals sera +) ) ) )
Naturally infected 110 88 22 110 0
Experimentally

infected (vaccinated) 10 10 0 10 0
Experimentaily

infected

(nonvaccinated) : 15 15 0 15 0

infected animals at late stages of the infection
during which scra titers may be quite low, and the
infection status of the animal is difficult to assess
with certainty (4) by the currently available
procedurcs (5). To this aim, studics were conducted
on a group which involved 15 nonvaccinated
experimentally infected animals kept in isolation
for two ycars. Samples were taken serially at 15-
or 30- day intcrvals from ocsophagel-pharyngeal
(OP) fluids and from the blood. Results indicate
that the EITB test is suitable for dctecting,
consistently, FMDV antibodics persisting at latc
stages of infection, during which VIAA test results
were no longer positive, and virus was not
recovered from the OP Muids, or was only
occasionally rccovered. Table 2 shows data from
4 of the 15 animals studicd. Comparablc
conclusions were drawn with a group of cight
experimeatally infected vaccinated cattle as well
as with 20 naturally infected animals under
systematic vaccination (data not shown).

The fact that several of the studicd animals
rctained EITB scropositivity cven up to 350 days
after the last FMDYV isolation, (examplces in
animals A and D, table 2) indicates that antibodics
against replicating antigens persist longer than the
virus tn the OP region. at lcast as asscssed by
current methods. Therefore, the EITB test allows
for detection of animals with prior exposurc 1o
FMDYV with high scusitivity. In contrast. scropo-
sitivity detected by the VIAA test became negative,

Bergmann y Malirat

even at times when virus was still frequently
recovered from OP fluids (table 2).

Specificity was cvaluated in a group of cattle
sera in FMD- free regions such as El Salvador,
Panama, Chile, Argentine Patagonia and Uruguay,
aswell as in sera from cattle designated for vaccine
potency tests. Results are presented in table 3. As
can be scen, no EITB-positive results were
observed. However, although weak, some of these
scra gave indcterminate reactivity. EITB
specificity values were 99.8% in free arcas without
vaccination, 99.6% and 98.9% for animals under
and over two ycars of age, respectively, in frec
arcas with vaccination. In contrast, the VIAA test
yiclded a considcrable lower specificity,
particularly in rcgions undcr systcmatic
vaccination (95.9% and 93.3% in animals under
and over two years of age, respectively). This is
probably the result of vaccine interference under
current immunization programs with vaccines
using concentrated antigens.

Morcover, as reported previously (4), the
response of scra from animals infected with a
varicty of bovine RNA viruscs (bovine diarrhca
virus, bluctongue virus, bovine coronavirus,
rinderpest virus, vesicular stomatitis virus, bovine
ephemeral fever virus) or DNA viruses (bovine
papular stomatitis virus. infectious bovine
rhinotracheitis virus, bovine herpesvirus type 2,
and malignant catarrhal fever virus) indicated lack
of cross-reactivity.
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Table 2. Frequency of positive determinations by virus recovery (OP), VIAA test (VIAA) and
EITB during the course of persistent infections

Days post-infection

Up to 150

150-300 300-450

450-600 600-750

Cattle

OP VIAA EITB  OP VIAA EITB OP VIAA EITB OP VIAA EITB OP VIAA EITB
A 4/11* 10111 1111 3710 10/10 10/10 15 0I5 S/S 0/5 0/5 5/5 0/5 0/5 Si5
B 1011 1011 1111 5/10 10110 10110 25 05 S5 1/5 0/5 5/5 1/6 0/6 6/6
C 8/11 10111 11711 210 9/10 1010 1/5 0/5 S5 1/5 0/5 5/5 25 0/S 5/5
D 7/11 10/11 1141 410 810 10/10 25 0/5 5/5 15 0/5 5/5 0/5 055 5/5
* Number of positive/Number of total determinations.
Table 3: EITB and VIAA test specificity
FMD-free Total EITB Interpretation VIAA test
region sera
Positive Indeterminate Negative Positive  Negative
Without
vaccination 841 0 2 839 0 841
With
vaccination 517 0 2 515 21 496
(< 2 years old)
With
vaccination 541 0 6 535 36 505

(> 2 years old)

Bol. Centr. Panam. Fiebre Allosa, 61, 1995
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Satisfactory results werc obtained when
weakly positive samples were assessed for inter-
and intra-assay variability.

The high specificity and sensitivity of the
method, as well as its simple and rapid
performance, low cost, and easy throughput, which
enables the processing of many samples, make it
adequate for selection of animals during import/
export testing as well as for large-scale
seroepidemiological surveys. This is particularly
relevant in regions under systematic vaccination,
where a precise evaluation of viral activity is an
essential contribution to the decision of
continuation or suspension of vaccination.
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MICROCARACTERIZACION DE RIESGO EN FIEBRE AFTOSA

L.E. Dias, E. Vitale, F. Etchegaray

Direccion de Sanidad Animal, Ministerio de Ganaderia,

Agricultura y Pesca
Colonia 892, Moatevideo, Uruguay

En ecosistemas libres de fiebre aftosa, la “gestion de riesgo” es una actividad prioritaria para
mantener el estado logrado. Este logro debe estar sustentado por una sélida estructura de
prevencién que tenga la participacién activa de todos los actores sociales. En ese marco, en el
Uruguay se realizé un trabajo de microcaracterizacién para identificar 4reas de riesgo de
introduccién de la fiebre aftosa, utilizando la estructura politico-administrativa y el sistema de
refarencia nacional, para aportar a los servicios veterinarios un diagnéstico de situacién para la
prevencién de la enfermedad. Se realizé una encuesta en cada saccional policial y se mapeé el
pals de acuerdo con el anélisis de conglomerados, identificandose 4reas de alto, medio y bajo
riesgo, Esta metodologfa pueda ser utilizada en zonas que se encuentrsn en estado avanzado

de erradicacién de Ia fiebre aftosa.

Uruguay fuc reconocido libre dc la ficbre
aftosa con vacunacion por la Oficina Internacio-
nal dec Epizootias (OIE) en mayo dc 1993. A
partir del 16 dc junio de 1994 se ingresé a la
scgunda etapa dcl programa de erradicacion (3),
lo que implicé la supresion de la vacunacion
antiaftosa, la aplicacion dcl “rifle sanitario™ antc
la aparicién de un foco de la enfermedad. la
inactivacion y destruccion de los virus mancja-
dos por los laboratorios particulares y oficiales,
la no introduccién de animales vacunados al
territorio nacional y la aplicacién de normas
cspeciales ante la eventual introduccion del virus
de la ficbre altosa al pais.

Esto gencra un cambio en la estrategia
del sistema de informacidn y vigilancia
cpidcmioldgica oricntindosc hacia la prevencion
de la enfermedad (/). Este sistema debe mance-
jar en forma oportuna y sistemdtica "indicado-
res de ricsgo”, como instrumentos para preve-
nir la introduccion del agente y evitar contictos
con hudspedes susceptibles (2).

Solicitar separatas al:

Centro Panamericano de Fichre Aftosa (OPS/OMS).

La figura 1, elaborada en ocasién de la
consultoria del Dr. J. Benavidez (OPS/OMS,
1993), muestra los componentes del sistema de
prevencion de introduccién de ficbre afltosa luego
de suprimida la vacunacion, Estos componen-
tes deben de estar debidamente coordinados para
disminuir la probabilidad de un insuceso y, aun
de provocarsc ¢l mismo, ser un sistema cficicn-
te de emergencia que evite la difusion de la
enfermedad y conduzca a su control y erradi-
cacion,

En ccosistemas libres del agente, la
gestion del "riesgo” es importante para quc
permanczca como tal, La creacion de una soli-
da estructura, cn donde todos los actores sociiles
participen activamente, conocicndo y mancjan-
do cstos "indicadores de riesgo”, disminuird la
probabilidad de introduccion de fa ficbre aftosa
al territorio o region (4,3,6).

El riesgo sc define como la probabilidad
de que un suceso no deseado ocurra, en cste ciaso
ficbre aftosa, en un lugar y tiempo determina-
dos. Para disminuir dicha probabilidad es nece-
sario determinar las variables que implica dicho
ricsgo y cuantificarlas. Identificados y mcedidos
los riesgos. sc deben adoptar medidas sanitarias
tendicntes a llevar el mismo a cero (7).

Bol. Centr. Panam. Ficbre Allosa, 61:45-50, 1995
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Figura 1. Organigrama del sistema de prevencion de la fiebre aftosa

En estc marco sc realizd el trabajo de
microcaracterizacion de ricsgo con el propdsito
de identificar drcas dc ricsgo de introduccion del
agente, utilizando la actual organizacion politi-
co-administrativa del pais y el sistema nacional
geogrifico dc referencia, y aportar a los scrvicios
veterinarios un diagnostico dc situacidn,
descentralizacion y fortalecimicnto de las uni-
dades locales de los servicios oficiales de sanidad
animal para la prevencion de fa ficbre aftosa (3).

Los objetivos son caracterizar los factores
locales de ricsgo dc introduccion para ficbre
aftosa considcrados cn ¢l modclo, cuantificar los
niveles de riesgo de introduccion de la enferme-
dad cn las scccionales policiales, y desarrotlar
medidas de prevencion para scr cjecutadas a
nivel local, de acucrdo con los ricsgos percibidos.

Por scr ¢l primer trabajo de "microcaric-
terizacion de ricsgo" que sc realiza en cl pais, sc
scleccionaron las variables a ser evaluadas dc
acucrdo con ¢l conocimicnto dc ricsgo de cada
una dc cllas con respecto a la ficbre aftosa, para
la situacion actual. Fucron divididas cn variables
dec introduccion y variables dc la enfermedad,
como sc¢ mucstra en ¢l cuadro 1.

A cada una de las variables se atribuyé
un valor dc¢ acuerdo con diferentes ricsgos
percibidos cn la situacion actual por técnicos
especializados en ficbre aftosa. de tal forma que
la suma dc los puntajes maximos no fucra mayor
que L.

Dias ¢t al.,

Se confccciond un formulario (figura 2)
para rccabar la informacion en cada una de las
sccciones policiales de todos los departamentos
del pais (cuadro 2). Una vez recabados los datos
se rcalizo un mapeo de las distintas variables
por cuadrantc y subcuadrante, utilizando ¢l mapa
del sistema de referencia nacional.

El riesgo fuc calificado cn bijo, medio y
alto, de acuerdo con ¢l valor total para cada una
de las scccionales policiales (figura 3), toman-
do en cuenta la distribucion de los valores de la
variablc resultante (bajo 0-0,24, medio 0,25-0.39
y alto 0,40-1). Para un modelo aditivo sc
dctermind el valor total de riesgo de introduccion
y sc confecciond un conglomerado.

La media dc los resultados de ricsgo fuc
dc 0.4835 para el ricsgo alto, 0,2902 para cl
ricsgo medio y 0,0810 para el ricsgo bajo, con
intervalos dc 0,0185, 0,0070 y 0,005 1, respecti-
vamente. Los tres grupos son significativamen-
te difcrentes entre si por un andlisis de varianza
(p <0,05). La microcaracterizacion dei ricsgo
dc introduccion de la ficbre aftosa sc obscrva cn
la figura 3.

Tanto el formulario de la figura 2 como
los resultados obtenidos se validiaron en
rcuniones manicnidas con los técnicos de cam-
po de la Direccion Sanidad Animal encargados
dc cada zona.

El modclo utilizado se basa en la inexis-
tencia de actividad viral en el campo en todo ¢l
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Cuadro 1. Microcaracterizacion de riesgo. Variables de

introduccion y difusién

Variables de introduccién

Variables de difusién

Seccidn de policla de frontera
Presencia de basurales

Presencia de aeropuertos,
puertos y pasos de frontera
Presencia de rutas internacionales

Criaderos de cerdo

Presencia de acopiadores de ganado

Predios de extranjeros

Remates-feria

Presencia de establecimientos
de faena

Presencia de usinas lacticas

Presencia de campos de recria

Porcentaje de las seccionales
policiales con dificil acceso

Sistema productivo predominante

Cuadro 2. Numero de seccionales
policiales por departamento

Departamento N°® de seccionales
policiales
Artigas 12
Canelones 25
Cerro Largo 14
Colonia 17
Durazno 13
Flores 9
Florida 15
Lavalleja 12
Maldonado 1
Paysandu "
Rio Negro 12
Rivera 9
Rocha 9
Salto 5
San José 10
Soriano 12
Tacuarembd 14
Treintay Tres 10
Total 230

pais, comprobada y avalada por la ausencia cli-
nica dc la ficbre aftosa cn un periodo de nis de
cuatro afios y por los succsivos mucstrcos
scroldgicos negativos rcalizados sobre cspecics
susceptibles.

La introduccion de la enfermedad, en el
modclo solo puede provenir del exterior, tanto
en las fronteras terrestres como aéreas y fluvia-
les. La forma de introduccion del virus estaria
dada por animales susceptiblcs infectados, mate-
rial gendtico, productos y subproductos que

pucdan vehiculizar el virus de la fiebre aftosa y
medios mecdnicos contaminados.

El modclo considcra como introduccion
la entrada del agente que toma contacto con
porcinos (especie multiplicadora) a través de
residuos orgidnicos que no han tenido un proceso
que ascgure la destruccion del virus. También
sc considerd la posibilidad de que la entrada del
virus esté asociada a predios relacionados con
cstablecimientos de paiscs donde existe la ficbre
alosa, principalmente drcas de paiscs limitrofcs.
Una ultima posibilidad fuc la del contrabando
de ganado. rumiantes y porcinos, considerando
cn la variable la presencia de acopiadores de
ganado.

En la cuaatificacion sc le dio un peso
mayor al ricsgo de introduccion de la enfermie-
dad a partir dc la frontera con Brasil que con
Argentina, por la situacidn cpidemioldgica
actual en ambas regiones. El conocimicnto de
la situacién regional sc basa en cl funciona-
micnto del sistema de informacién y vigilancia
epidemioldgica utilizado por los paiscs integran-
tes del Convenio de la Cucnca del Rio de la Plata
.

Los conglomerados muestran la existen-
cia cn el pais dc drcas que presentan distinto
peso en el riesgo de introduccion de ficbre aftosa.
Esto sc debe a la potenciacion de los fictores de
ricsgo en cada una de las zonas por la coexisten-
cia en cllas de las variables scleccionadas.

Los resultados coinciden con la introduc-
cion de la enfermedad en las epidemias en los
afios 1970-1971, 1976-1977, 1980 y 1987.

Bol. Centr. Panam. Ficbre Aftosa, 61, 1995
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_ MGAP.
DIRECCION DE SANIDAD ANIMAL
FORMULARIO DE ENCUESTA
MICROCARACTERIZACION DE
RIESGO EN FIEBRE AFTOSA
DEPARTAMENTO
1. SECCIONAL POLICIAL
DE FRONTERA AREA APROXIMADA EM KM?
1 O O 117
NUMEROC ] NO
2. 9. PREDIOS DE EXTRANJEROS
REMATE FERIAS REFERENCIA
O T 1T 1133 O[Tl erov RESTO RIO GRANDE
s NO NUMEROQ OCT 1114 O[T I 113 BUENOS AIRES ~ ARGENTINA DO suUL
= 13 .- 1]
M'ATADEROS Y/0 FRIGORIFICOS CATEGORIA Y REFERENCIA NUMEROQ NUMERQ NUMERO
[ OCI1I1JoCIIT1T13
Sl NO  NUMERO OCT T I 11 OCILITI]|lresTo8RASIL OTROS PAISES
4 1] 13
BASURALES CATEGORIA Y REFERENCIA NUMERO NUMERO
O O . OllllIlOIIllIJ10
SI  NO  NUMERO )
O[ LI 111 O[ L L1 AEROPUERTOS PUERTOS PASQO
INTERNA. INTERNA. FRONTERA
ghsseucm o CIONALES CIONALES
CRIADEROS DE CERDOS CATEGORIA Y REFERENCIA oa O cad
‘ CC I T T OCI Il s wo sl NO sl NO
sl N0 NuMERO QT T 1 1] O[T [I 11
OCTTTTI OCTTII OCTTIT||™  avuosnres reeNICoS
OCL I I oI 11]oCII1IT11
NUMERO NUMERO
8.
ACOPIADORES 12.
D CJ % DE LA SECCIONAL POLIC. CON DIFICIL ACCESO
SI  NO  NUMERO
7 5% 10% » 25%
CAMPOS DE RECRIA T PFI(EF]ER[ENCIAS [ 13 RUTAS NACIONALES
I LI M
SI NO  NUMERO I OO 1|00 O OO m
S NO CANTIDAD DENOMINACION DEL
8. N* OE RUTAS
USINAS LACTEAS 0 PREEE)RENCIAS
O a CIIr1 1o 1113 .
s wo  wweo QLT LT T OCTL I L) OBSERVACIONES:
NOMBRE Y FIRMA DEL TECNICO RESPONSABLE FECHA [T T [ T 11

Figura 2, Formulario de encuesta

Dias et al.
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Figura 3. Microcaracterizacién del riesgo de introduc-
cion de la fiebre aftosa en Uruguay y division de las

seccionales policiales, 1994

Se¢ recomicnda mantener actualizado cl
conocimicnto de las variables mancjadas y otras
que sc pucdan identificar, incluyéndolas cn cl
modclo.
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ABSTRACT

Microcharacterization of foot-and-
mouth disease risk

In ecosystems free of foot-and-mouth disease the
"risk action" is a priority activity in order to
maintain the attained status. This should be
sustained by a solid structure of prevention with
the active participation of all social groups. To
this effect, Uruguay undertook a micro-

RESUMO

Microcaracterizagdo de risco em
febre aftosa

Nos ecossistemas livres de febre aftosa, a "ges-
tdo de risco” é uma atividade prioritiria na ma-
nutengdo do cstado obtido. Este logro deve estar
sustentado por uma sdlida estrutura de preven-
¢do com a participagdo ativa dc todos os atorcs
sociais. Nessc contexto, no Uruguai realizou-se

characterization work to identify risk areas for
foot-and-mouth disease introduction with the
participation of the administrative political
structure and the national reference system, in
order to give the veterinary services a situation
diagnosis for the prevention of the disease. A
survey was undertaken in each police sector and
the country was outlined according with the
conglomerated analysis, identifying high,
medium and low risk areas. This methodology
may be used in places which are almost free of
foot-and-mouth disease.

um trabalho de microcaracterizagdo para iden-
tificar dreas de risco de introdugdo da febre
aftosa, utilizando a estrutura politico-adminis-
trativa e o sistcma de refcréncia nacional, para
prover aos servigos veterindrios um diagnotico
de situagdo da enfermidade. Realizou-se um le-
vantamento em cada se¢do policial ¢ mapeou-
sc¢ o pais de acordo com a andlise dc conglome-
rados, identificindo-sc drcas de alto, médio ¢
baixo risco. Esta metodologia pode scr utiliza-
da cni zonas que cstcjam em avangado cstigio
de crradicagdo da fcbre aftosa.
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FOOT-AND-MOUTH DISEASE IN THE EUROPEAN UNION

R.P. Kitching

Institute for Animal Health - Pirbright Laboratory
Ash Road, Pirbright, Surrey GU24 ONF, United Kingdom

Since the cessation of routine prophylactic vaccination against foot-and-mouth disease (FMD) in
Europe, there have been two episodes of FMD in the European Union (EU), in ltaly and Greece.
Both were the consequence of illegal importation (animals entered Italy with false certificates) of
live animals, and both were due to strains of type O virus which had previously been identified
circulating in the Middle East. The artificially large differances in the price of farm livestock between
the EU and surrounding countries has encouraged the trade in live animals. Existing EU legislation
aims at preventing the importation of FMD infected animals, but it is the animals being moved
illegally that pose the greatest threat to the health status of the EU livestock.

Routine vaccination against foot-and-mouth
discase (FMD) has now stopped in all Europcan
countries including the former communist coun-
trics, except for certain arcas in Russia such as
around Moscow because of the international air-
port, Vladimir where Russian FMD vaccine is
made, and Russia’s southcrn borders with the
republics of thc Former Sovict Union. Consc-
quently Europe contains a population of highly
productive cattlc, sheep. goats and pigs fully sus-
ceptible to FMD. However, FMD s present in
many of the countrics to the south and cast of
Europec.

The agricultural industry in the Europcan
Union (EU) has been a victim of its own success.
The large and rich market within the EU, subsidics

Reprint requests Lo:
Pan American Foot-and-Mouth Discase Center (PAHO/WHO)

and guaranteed prices has supported the develop-
ment of a highly productive but gencrally high cost
industry which for many items, such as wheat,
dairy products and meat has resulted in over
production and accusations of dumping on the
world market. This has lead to a policy of paying
farmers in many scctors of production to reduce
their output. Supcrimposcd on this situation has
been the opening of trade with the countrics of
Eastern Europe which are members of the Europe-
an Free Trade Association (EFTA), and the previ-
ously existing trade agreements with countrics in
South Amcrica and Southern Africa. In the future,
the newly negotiated GATT will create further
pressure for the EU to refax restrictions on imports
of livestock products.

Within the EU there is free movement of
industrial and agricultural merchandise, includ-
ing live animals. A computer network links EU
bordcr posts and member countries which moni-
tors the movement of animals and animal products

Bol. Centr. Panam. Ficbre Altosa, 61:51-56, 1995
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as they enter the EU (SHIFT) and their
movement between member countries
(ANIMO). This relies on proper certifica-
tion and identification of all live animals
being moved. However, it cannot accom-

modate illegal movements, false certifica-
tion and counterfeit identification. In Feb-
ruary 1993 there was an outbreak of FMD
in Potenza province of Southern Italy, and
in July 1994 there was an outbreak of FMD
in the prefecture of Xanthi in Greece (al-
though the first outbreak in Greece was
possibly as early as April). Both introduc-
tions of diseasc were the result of illegal
importation of live animals.

ITALY 1993

An outbreak of type O FMD was
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identified in Southern Italy at the end of
February 1993. Cattle had been imported
across the border at Tricste with certifica-
tion indicating their origin as Croatia (part
of former Yugoslavia). These cattle were taken to
a slaughter house near Potenza wherc prior to
slaughter they were mixed with four young cattle,
these were then sold to a nearby farmer on whosc
premises the first outbreak was reported, affecting
these four cattle. The discasc was first suspected by
a private practitioner carrying out artificial in-
scmination; having rcported his suspicion to the
veterinary authoritics, he continued his visits to
other farms, some of which subscquently became
infected. Some further local spread of discase was
reported, but two unrccorded movements of cattle
from the premiscs of the original importer resulted
in outbreaks [20 ki north of Potenza, in Avcellino
(figure 1).

A sccondary focus of FMD was found on 11
March on the premises of an importer in Policoro,
onthe South East coast of Ttaly. 175 Croatian cattle
had been imported via Greece and had entered [taly
through the port of Bari. They had then been
distributed to 11 different locations, six of which
reported discase. One of these was in the north of
ltaly, in Verona. It is not clear whether this repre-
sented a new introduction of discise, as i contact

Kitching

Figure 1. ltaly 1993. Areas in which foot-and-mouth
disease was identified

was suspected but not proven between this im-
porter and the dealer in Potenza. No FMD was
reported from Greece or Croatia during 1993.
Theoutbreaks of FMD in Italy affected mainly
cattle and sheep, although onc herd of buffalo was
also affected in the Campania region to the north
of Naples. Control was complicated by difTicultics
in tracing animal movements, the mild clinical
signs in the affected sheep, and the prevalence in
Italy of swine vesicular discase, which is clinically
indistinguishable from FMD, and which accounted
for onc of the reported FMD outbreaks. In all 57
outbreaks were reported, but subscquent scrologi-
cal investigations indicated that discasc had been
more widespread than realized. There was also
cvidence for the illegal use of FMD vaccine, im-
ported by the owners of the buffalo herds around
Naples, in an attempt to protect their bufTalo from
slaughter should they have become infected. The
EU hasa policy of FMD control bascd on slaughter
of alfccted and in-contact susceptible animals, and
strict cleansing and movement controls. [t is pro-
hibited for individuals to use FMD vaccine in their
animals without Government permission, as this



could interfere with the clinical recognition of
FMD, with subsequent serological investigations
and future trading arrangements.

The certificates that accompanied the cattle
imported through Trieste were shown to be false.
and the true origin of all the cattle is still not
known. The majority of them originated in Czecho-
slovakia, but it is thought that these were then
joined by an additional group. before entering
Italy. The virus causing the outbreaks was
characterised in the OIE/FAO World and Commu-
nity Reference Laboratory for FMD, Pirbright
(WRL). By comparing the nucleotide sequence of
the ID gene of the outbreak strain with that of other
strains within the WRL library of ficld isolates, it
was possible to show that the strain had previously
beencirculating in the Middlc East. firstappecaring
in the Sultanatc of Oman in 1991 (figure 2). Only
ong strain was identified in the Italian outbreaks,
suggesting that there had been only onc introduc-
tion of discase. Although vaccination was not used
to help control the outbreak. except unofficially,
the option to vaccinate was considered, and O
Manisa was identificd as a suitable vaccine strain.

GREECE 1994

At the end of July 1994, samples sent (o the
WRL from Greece for diagnosis of suspect FMD
were shown to contain FMD virus type O. FMD
had been suspected for over a moath, and although
samplcs processed in the laboratory in Athens had
been negative, epizootiological investigations had
been started a week before the confirmation of
discasc {ron Pirbright. The discasc was first sus-
pected in sheep on the Island of Lesbos in May.
However, because of the failure of the laboratory to
confirm FMD. no action was taken, and in June
sheep werc sent by boat to the mainland of Greecee,
in particular to the prefecturc of Xanthi, butalso to
a number of other sites in Greeee. The positive
samples had been submitted from Xanthi. but the
presence of FMD on Lesbos was soon after also
confirmed.

Within the EU, sheep farmers arc given
subsidics according to the number of sheep they
haveon their premises on a specificdate during the

33

year. This is an important source of income to
farmers in many parts of the EU, where farming
would otherwise be uneconomic. Greece possesses
alarge number of islands within the Aegean Seaon
which sheep are kept; some of these are geographi-
cally very close to Turkey. It is considered likely
that sheep were imported illegally from Turkey
onto the Island of Lesbos prior to the subsidy
assessments at the end of May, and that these sheep
were infected with FMD virus. Sheep were then
traded in June and July from Lesbos, and intro-
duced FMD into Xanthi. The mild clinical signs of
FMD in adult sheep, and the delay in laboratory
diagnosis allowed the disease to become well
established before effective control measures were
introduccd. However, even then, because of the
decentralised veterinary infrastructure in Greece,
it was difficult to establish a consistent policy inall
the affected arcas.

By the end of October, 91 infected premiscs
had been identified in the prefectures of Lesbos,
Xanthi. Rodopi, Chalkidiki. Evros and Scrrcs
(figure 3), involving almost entircly cattle, sheep
and goats: pigs arc nol common in the region of
thesc prefectures, and on only two farms werce pigs
present. Spread of discase was duc to the move-
ment of infected animals or direct contact between
animals on ncighbouring premiscs.

The virus causing the outbreak was
characterised in the WRL, and shown to be indis-
tinguishable (rom a strain circulating in Turkey
and other Middle Eastern countrics (figurc 3).
This was consistent with the supposition that it had
been introduced with illegally imported sheep.
Although vaccination was not uscd to control the
outbreak, the WRL recommended the usc of the O
Manisa vaccine strain should vaccination have
been required.

Because animal movement records were not
always kept, and because of the interval of time
between introduction of FMD and the start of the
control programme, (he Commission ol the EU
rccomumended an cextensive scrological survey
within Greece. concentrating on the affected pre-
fectures on the mainland. At the time of writing
(December, 1994) alimost 20,000 scra have been
tested by the WRL and the ID-DLO, Lelystad in the
Netherlands, in an effort to define the extent of the
outbreak.

Bol. Cente. Panan. Fichre Aflosa, 61, 1995
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Figure 3. Greece 1994. Prefectures affected with

foot-and-mouth disease

DISCUSSION

The occurrence of two extensive outbreaks of
FMD within the EU in the last two ycars has
highlighted the vulnerability of the EU to FMD. It
is possible that these introductions were not excep-
tional, but that when the livestock was vaccinated,
discasc did not become cstablished. In addition,
the policy of frec moverent within the EU makes
the possibility of cven more damaging outbreaks
involving the large pig populations of Northern
Europc now morc likely. Thesc two outbreaks
fortunately were controlled. in spite of carly orga-
nizational difficultics. However, they have scrved
to help formulate future EU policy and ideatify
certain deficiencics. In addition, they have kept
FMD in high profile which will cnsure that the

veterinary services will remain alert for future
outbreaks. The WRL has also been encouraged to
concentrate on the application and quality coutrol
of the existing and newer diagnostic tests, such as
the polymerasc chain reaction using uested prim-
crs.

The episodes have again confirmed that the
movement ofinfected animals is the inost common
means by which FMD sprcads. The large dilferen-
tial between the price of animals within and out-
side the EU predisposes to this movement. Al-
though therearcadequate regulations which would
prevet the legal movement of infected animals, it
is the illegal importation of animals or their move-
ment with false veterinary certification which
pose the major threals.

Bol. Centr. Panan. Ficbre Allosa, 61, 1995
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RESUMEN

Fiebre aftosa en la Unidon Europea

Desde el término de la vacunacion
profilictica de rutina contra la fiebre aftosa en
Europa hanocurrido dosepisodios de la enfermedad
en la Unién Europea (UE), en [talia y en Grecia.
Ambos fueron consecuencia de la importacion
ilegal (animales entraronen Italia con certificados

RESUMO

Febre aftosa na Unido Européia

Desde o fim da vacinagdo profilactica de
rotina contra a febre aftosa na Europa ocorreram
dois cpisodios da doenga na Unido Européia (UE),
na [talia ¢ na Grécia. Ambos foram conscquéncia
da importagdo ilegal (animais entraram na tilia

falsos) de animales vivos, y la cepa de virus tipo O
diagnosticada habia sido identificada previamente
en Oriente Medio. Las grandes diferencias de
precio del ganado entre la UE y los paises vecinos
ha estimulado el comercio de animales vivos. La
legislacidnexistenteen la UE propone la prevencion
de la importacion de animales infectados por
fiebre aftosa, pero son los animales transportados
ilegalmente los que representan la mayor amenaza
al estado sanitario de los rebaiios de la UE.

cot certificados falsos) de animais vivos, e a cepa
do virus O identificada foi a diagnosticada previa-
mente no Oriente Médio. As grandes diferengas de
prego do gado entre a UE ¢ os paises vizinhos
estimularam o comércio dec animais vivos. A
legislagdo existente na UE esti dirigida a prevenir
aimportagdode animais infectados por febre aftosa,
mas sdo os animais transportados ilegamcente os
quc causam a maior ameaga ao cstado sanitirio dos
rcbanhos da UE.
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Mejorada emulacién de un lugar antigénico
del virus de la fiebre aftosa por la exposi-
cién de un péptido viral sobre la superficie
de B galagtosidasa

El lugar antigénico principal (sitio A) del
virus de la fiebre aftosa (VFA) incluye multiples
epitopes superpucstos ubicados en el ojal flexible
G-H de la proteina capsidica VPI. Sc estudid la
antigenicidad de varias 8 galactosidasas recombi-
nantes dc E. coli mostrando ¢l sitio A de un
serotipo del virus C cn la superficic de diferentes
regiones de la cnzima bactcrial. En cada uno de
los sitios dc las inscrcioncs, ¢l péptido recombi-
nantc mucstra difcrente especificidad con un con-
junto de anticucrpos monoclonales antivirales di-
rigidos al sitio A. En algunos de cllos, cl trecho
introducido emula mejor la antigenicidad del sitio
A cn ¢l virus intacto que el péptido libre o conju-
gado con hemocianina. Especialmente, una
inscrcion en una vuclta expucsta involucrada cn
la superficic activantc de la B galactosidasa
(aminoacidos 272 a 287) indujo a una mejora sig-
nificativa cn ¢l conjunto de la reactividad. Pucsto
que. las inscrciones cn csic sitio dan protcinas
enzimdticamente activas, la superficic activante
podria ser un lugar adecuado para la prescatacion
dc antigenos forincos en tetrameros correctamente
ensamblados de B galactosidasa. Estos resultados
también sugicren que anticucrpos antivirales diri-
gidos contra el lugar antigénico principal del VFA
reconocen diferentes conformacioncs del ojal G-
H quc son mcjor rcproducidas en algunas de las
protcinas reccombiantes debido a las restricciones
difcrentes impucstas por cada lugar de insercion
particular.

Improved mimicry of a foot-and-mouth
disease virus antigenic site by a viral
peptide displayed on B-galactosidase
surface

A major antigenic site (site A) of foot-and-
mouth disease virus includes multiple overlapping
cpitopes located within the flexible G-H loop of
capsid protein VP1. We have studied the
antigenicity of several recombinant E. coli B-
galactosidascs displaying the sitc A from a scrotype
C virus in different surface regions of the bacterial
enzyme. [n cach onc of the explored insertion sitcs,
the recombinant peptide shows different specificity
with a sct of anti-virus monoclonal antibodics
dirccted to site A. In some of them, the inserted
stretch mimics better than free or hacmocyanin-
coupled peptide the antigencity of sitc A in the
intact virus. In particular, an inscrtion within an
exposed loop involved in the activating interface
of B-galactosidasc (amino acids 272 to 287) led to
asignificant improvement of the overall reactivity.
Since inscrtions at this sitc renders proteins
enzymatically active, the activating interface could
be an adequate place for the presentation of forcign
antigens in correctly asscmbled B-galactosidasc
tetramers. Thesc results also suggest that anti-virus
antibodies dirccted against the major antigenic site
of FMDYV recognize different conformations of the
G-H loop, which arc better reproduced in somc of
the recombinant protcins because of the dissimilar
restrictions imposed by cach particular inscrtion
site.

Bol. Centr. Panam. Fichre Allosa, 61, 1995
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Anticuerpos al receptor vitronectina
(integrina a B.) inhiben el acoplamiento e
infeccién del virus de la fiebre aftosa en
cultivos celulares

La secuencia del aminodcido Arg-Gli-Asp
(RGD) es altamente conservada en las proteinas
VP1 de diférentes serotipos y subtipos del virus
de la fiebre aftosa (VFA) y es esencial para su
acoplamiento a la célula. Esta secuencia también
se encuentra en algunas matrices extracelulares
de proteinas que se acoplan a la superficie
receptora de una familia de células denominadas
integrinas. De la familia de Picornaviridae, el
enterovirus humano coxsackievirus A9 también
ticne el modelo RGD en la proteina capsidica VP1
y recientemente s¢ ha demostrado que utiliza el
receptor vitroncctina integrina o 8, como un re-
ceptor de células de rifion de mono. En experi-
mentos de competencia, usando células BHK-21
y LLC-MK2 dc acoplamicnto entre ¢l tipo A, dcl
VFA y el virus coxsackic A9 se¢ mostrd la
especificidad receptora compartida entre cstos dos
virus. Anticucrpos policlonales al rcceptor
vitronectina y anticuerpos monoclonales a la
subunidad «, inhibicron ¢l acoplamicnto dcl VFA
y la formacion dc placas, micntras que un
anticucrpo monoclonal a la subunidad B, solo
inhibid cl acoplamicnto del virus. Por otro lado,
anticucrpos al rcceptor [ibronectina (x,8,) 0 a la
integrina («,B,) no ticnen cfecto sobre cl
acoplamicunto o la formacidn de placas. Estos datos
demuestran que el receptor vitronectina o B, puede
funcionar como un rcceptor del VFA.

BROWN, F.

Antibodies to the vitronectin receptor
(integrin a ) inhibit binding and infection
of foot-and-mouth disease virus to cultured
cells

The amino acid sequence Arg-Gly-Asp
(RGD) is highly conserved on the VP! proteins of
different serotypes and subtypes of foot-and-mouth
disease virus (FMDV) and is essential for cell
attachment. This sequence is also found in certain
extracellular matrix proteins that bind to a family
of cell surface receptors called integrins. Within
the Picornaviridae family, human enterovirus
coxsackievirus A9 also has an RGD motif on its
VP1 capsid protein and has recently been shown
to utilize the vitronectin receptor integrin o 8, as
a receptor on monkey kidney cells. Competition
binding experiments between type A, FMDV and
coxsackievirus A9 using BHK-21 and LLC-MK2
cells revealed shared receptor specificity between
these two viruses. Polyclonal antiscrum to the
vitronectin receptor and a monoclonal antibody to
the ., subunit inhibited both FMDV binding and
plaque formation, whifc a monoclonal antibody to
the B, subunit inhibited virus binding. In contrast,
antibodics to the fibronectin receptor (aB,) or to
the integrin («,8,) had no cffcct on cither binding
or plaque formation. These data demonstrate that
the o B, vitroncctin receptor can function as a
receptor for FMDV,

Virology, 6: 243-248, 1995. Plum Island Animal Disease Center, P.O. Box 848, Greenport,

NY 11944, USA.

Reconocimiento de anticuerpo y neutra-
lizacién del virus de Ia fiebre aftosa

El virus dc la ficbre aftosa sc presenta como
sictc scrotipos distintos que no mucstran ninguna
ncutralizacion cruzada. Tambicn cxiste una
variacion antigénica considerable en cada scrotipo.
Esta variacion ¢s sorprendente. debido a que en

Restimenes-Abstracts

Antibody recognition and neutralization of
foot-and-mouth disease virus
Foot-and-mouth discase virus occurs as
seven distinct serotypes which do not display any
cross neutralization. There is also considerable
antigenic variation within cach scrotype. This
variation is surprising because, in all of the many



todos de los muchos aislamientos det virus que han
sido secuenciados, el trio Arg Gli Asp, que es im-
portante en el acoplamiento a la célula, se encuentra
en los residuos 145, 146 y 147 en un ojal
prominente de la superficie de la VP, una de las
cuatro proteinas de la cdpside. Sin embargo, este
trio estd rodeado por aminoacidos que varian
considerablemente entre los aislamientos. Ademas,
solo una sustitucion de aminodcido en la vecindad
inmediata del trio Arg Gli Asp, en las posiciones
148 6 133, es suficiente para producir especificidad.
Esta variacién tiene considerables implicaciones
en la interaccién virus-anticuerpo para el control
de la enfermedad por vacunacion.

BROWN, C.C., OLANDER, H.J., MEYER, R.F.
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isolates of the virus that have been sequenced, the
triplet Arg Gly Asp, which is important in cell
attachment, is present as residues 145, 146, 147
on a prominent surface loop of VP1, one of the
four capsid proteins. However, this triplet is
surrounded by amino acids which vary
considerably between isolates. Moreover, a single
amino acid substitution in the immediate vicinity
of the Arg Gly Asp triplet, at positions 148 or 153,
is sufficient to confer specificity. This variation
has considerable implications for virus-antibody
interaction for the control of the disease by
vaccination.

Comp. Path., 113: 51-58, 1995. Foreign Animal Disease Diagnostic Laboratory, NVSL-VS-
APHIS-USDA, P.O. Box 848, Greenport, NY 11944, USA.

Patogenesis de la fiebre aftosa en porci-
nos, estudiada por hibridizacién in situ
Ocho cerdos de 7 meses de edad fueron tno-
culados por via intradérmica con 10° unidades for-
madoras dc placas del virus de la ficbre aftosa tipo
0. y sacrificados a las 24, 48, 72 6 96 h despucs.
Se recolcctaron varios tejidos de cada animal y se
hicicron exdmenes histopatolégicos y de hibridiza-
cién in situ para determinar la presencia de virus
y su correlacion con el desarrollo de lesiones. La
sonda para hibridizacion in situ fuc un producto
de transcripcién biotinilado de 500 bascs de cadena
ncgativa, correspondicndo a una parte del gen que
codifica la polimerasa. Con esta técnica, ¢l virus
mostrd estar ampliamente discminado cn todos los
tcjidos cpidérmicos. indcpendicnte de que si la
ruptura cclular fucsc aparente histologicamente.

Pathogenesis of foot-and-mouth disease
in swine, studied by in-situ hybridization

Eight 7-month-old pigs were inoculated
intradermally with 10° plaque-forming units of
foot-and-mouth diseasc virus, type O, and killed
24, 48, 72, or 96 h latcr. Numcrous tissues from
cach animal were collected and examined histopa-
thologically and by in-situ hybridization to deter-
minc the presence of virus and its corrclation with
lesion development. The probe for in-situ hybridi-
zation was a biotinylated 500-basc ncgative-sensc
transcription product corresponding to a portion
of the gene cncoding polymcrasc. With this
technique, virus was shown to be widely
disseminated in all cpidermal tissucs, regardless
of histologically apparent ccllular disruption.

CAO, X., BERGMANN, L.E., FULLKRUG, R., BECK, E.
J. Virol., 69 (1): 560-563, 1995. Department of Microbiology, Health Sicences Center,
State University at Stony Brook, Stony Brook, NY 11794-8621, USA.

Andlisis de las funciones de dos sitios al-
ternativos de inicio de traduccién del virus
de la fiebre aftosa

Sc analizé cl efecto de la anulacion de cada
uno de los dos sitios auténticos dc inicio dc
traduccion de la poliproteina del virus de la ficbre
aflosa sobre la sintesis de la proteina viral y la

Functional analysis of the two alternative
translation initiation sites of foot-and-
mouth disease virus

The clect of deletion of cach of the two
authentic polyprotein initiation sites of foot-and-
mouth discasc virus on viral protein synthesis and
replication was analyzed. Delction of cither the

Bol. Centr. Panam. Ficbre Altosa, 61, 1995
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replicacion. La supresion del primer o del segun-
do sitio de inicio condujo a la expresion de solo
una forma de la proteina lider, L o L' respectiva-
mente, pero el procesamiento in vitro de la
poliproteina viral y elF-4u partido no fueron
afectados por cualquiera de las dos anulaciones.
Mientras que el ARN en el cual el sitio del inicio
de la primera traduccién habia sido anulado
condujo a la produccidn de virus en células BHK
infectadas, la supresion del sitio del inicio de la
segunda traduccion abiolo la replicacion viral.

first or the second initiation site led to the
expression of only one form of the leader protein,
L or L', respectively, but in vitro processing of the
viral polyprotein and cleavage of elF-41 were not
affected by either deletion. Whereas RNA in which
the first translation initiation site had been deleted
let to the production of viruses in transfected BHK
cells, deletion of the second translation initiation
site abolished virus replication.

CROWTHER, J.R., RECKSIEGEL, P.O., PRADO, J.A.
Vaccine, 13 (12): 1064-1075, 1995. BBSRC Institute for Animal Health, Pirbright Laboratory,
Pirbright, Near Woking, Surrey GU24 ONF, UK.

Cuantificacion de particulas de virus
enteras (146S) del virus de |a fiebre aftosa
en presencia de subunidades de virus
(12S), usando anticuerpos monoclonales
en una prueba ELISA tipo "sandwich”

Se describe un método para la cuanti-
ficacion especifica de viriones enteros del virus
de la ficbre aftosa (146S) en presencia de
subunidades de virus (128). El método involucra
¢l uso de anticuerpos monoclonales de virus
neutralizante dirigidos contra un cpitope lincar
del ojal de la regién VP de un virus de tipo O. Sc
usaron anticucrpos monoclonales como reactivos
para captura y deteccion (marcados con peroxidasa
dc ribano picantc) cn una prucba ELISA tipo
"sandwich". Esos anticuerpos monoclionalcs
también tienen la ventaja de que no detectan VP
viral protcoliticamente partido, sicndo ¢l cnsayo
idcal para estimar particulas enteras cn la prepa-
racion de la vacuna donde su inmunogenicidad
depende de la integridad del virus (encontrindosc
cn viriones cntcros) y de la proteina VPIL de la
cipside sin partir. También sc examinaron otras
combinacioncs de anticucrpos monoclonales con-
tra el tipo O dcl virus de la fiebre aftosa como
rcactivos dc captura y de deteccion. El método
pucde scr adaptado para prucbas continuas du-
rante la produccidn de virus [para vacunas].
permiticndo la maximizacién de la cosccha viral
y control de calidad.

Restimenes-Abstracts

Quantification of whole virus particles
(146S) of foot-and-mouth disease virus in
the presence of virus subunits (12S), using
monoclonal antibodies in a sandwich
ELISA

This paper describes a method for the
specific quantification of whole virions of foot-and-
mouth disease (146S) in the presence of virus
subunits (128). The method involves the use of
virus neutralising monoclonal antibodics dirccted
against a lincar epitope of the VP! loop region of
a type O virus. The monoclonal antibodics were
used as both capturc and dctecting reagents
(tabetled with horsc radish peroxidasc) in a
sandwich ELISA. Such monoclonal antibodics also
have the advantage that they do not detect viruscs
containing proteolytically clcaved VPI, thus the
assay system is idcal for estimation of whole
particles in vaccinc manufacture where the
immunogenicity of the vaccine depends on virus
integrity (wholc virions being present) and
uncleaved capsid protein VP 1. Other combinations
of different anti-typc O FMD virus monoclonal
antibedies uscd as capture and detecting reagents
were also examined. The system could be adapted
to on-linc continuous testing of virus being
produced during a manufacturing run allowing
maximisation of virus yicld and quality control.
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Produccién in vitro del virus de la fiebre
aftosa en células Langerhans de piel bovi-
na detectadas por RT-PCR

La replicacion del virus de la fiebre aftosa
(VFA) fue estudiada en células Langerhans (LC)
aisladas de piel bovina, en queratindcitos obtenidos
de suspensiones de células de epidermis y en LC
migratorias obtenidas de camadas cultivadas in
vitro de epidermis bovina. La produccion de ARN
viral en células infectadas fue determinada por
transcriptasa reversa-reaccion en cadena de polime-
rasa (RT-PCR) dc la cadena negativa del ARN del
VFA y por el ensayo de formacion de placas. Se
establecio que en LC de piel bovina, los queratindci-
tos y la LC migratoria bovina infectada con la cepa
del VFA Ol Geshur sostuvo la replicacion del virus.
El método RT-PCR para detectar la cadena negati-
va dcl ARN del VFA en la LC migratoria de picl
bovina pucde scr util para determinar la produccion
dec VFA cn células de tejidos.

FERRIS, N.P.,, OXTOBY, J.M., HUGHES, J.F.

Foot and mouth disease virus replication
in bovine skin Langerhans cells under in
vitro conditions detected by RT-PCR

The replication of foot and mouth disease
virus (FMDYV) was studied in isolated bovine skin
Langerhans cells (LC), in keratinocytes from
epidermal cell suspension, and in migrating LC
obtained from cultured bovine epidermal sheets
in vitro. Viral RNA replication in infected cells
was determined by the reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) of the
ncgative FMDV RNA strand and by the plaque
forming assay of FMDV. It was established that
bovine skin LC, keratinocytes, and migratory
bovine LC infected with FMDV strain Ol Geshur
supported virus replication. This RT-PCR mcthod
to detect the negative strand of FMDV RNA in
migratory bovine skin LC may be uscful for
determining FMD virus replication in tissue cells.

Rev. sci. tech. Off, int. Epiz., 14 (3): 557-565, 1995. Biotechnology and Biological Sciences
Research Council, Institute for Animal Health, Pirbright Laboratory, Ash Road, Pirbright,

Woking, Surrey GU24 ONF, UK.

Especimenes de diagnéstico multi-infec-
tados procedentes de regiones endémicas
de la fiebre aftosa

Los actuales procedimicntos de diagnosti-
co aplicados de forma rutinaria en {a deteccion del
antigeno dcl virus de la ficbre aftosa (VFA)
combinan la utilizacion de un ensayo inmunocn-
zimatico (ELISA) tipo “sandwich”™ indirccto con
cl aislamicnto viral y amplificacion por cultivo ce-
lular. El Laboratorio Mundial de Referencia para
la Ficbre Aftosa ha rccibido recientemente varias
mucstras de campo cuyo diagnostico indicaba cn
un principio que contenian un solo tipo de virus,
pero cn la actualidad se ha detectado la presencia
de un tipo adicional de virus. Se dan cjemplos de
los resultados dc las prucbas por ELISA practi-
cadas sobre ciertas muestras de Arabia Saudita.
Estos cjemplos ilustran el problcma quc tales
mucstras multi-infectadas plantcan para el labora-
torio de diagnéstico.

Multiple-infected diagnostic specimens
from foot and mouth disease endemic
regions

The current routine diagnostic procedurcs
for foot and mouth discasc (FMD) virus antigen
detection combince the usc of an indirect sandwich
cnzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
with virus isolation and amplification on ccll
culture. Several ficld samples recently received by
the World Reference Laboratory for Foot and
Mouth Discase which were initially diagnosed as
containing a singlc virus type have subscquently
been found to contain an additional virus type.
Examples are given of the results of ELISAs
performed on certain Saudi Arabian samplcs; these
cxamples illustrate the problem which such
mulitiple-infected samples present for laboratory
diagnosis.

Bol. Centr. Panam. Ficbre Altosa, 61, 1995
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Interferencia de la peste porcina africana
con la infeccion por fiebre aftosa y sero-
conversion en cerdos

La infeccién oral inicial de cerdos con virus
de la peste porcina africana (VPPA) altamente vi-
rulento (L-60) o moderadamente virulento (DR-
2), seguida tres dias después por la exposicién al
virus de la fiebre aftosa (VFA) (inoculacion en la
lengua y por contacto), no ocasiond infeccién por
VFA o seroconversion en 18 de 22 y 13 de 34
cerdos infectados con L-60 y DR-2, respectivamen-
te. De los 13 cerdos infectados con DR-2 que
permanccieron clinicamente sanos de fiebre aftosa
(FA), dos sobrevivieron hasta los 24 dias sin
anticuerpos, a pesar del contacto constante con
cerdos clinicamente infectados por FA. Otros tres
cerdos infectados con DR-2 nunca mostraron
lesiones pero si desarrollaron bajos niveles de
anticucrpos al VFA para ¢l 17° dia. Un grupo de
cerdos mas grandes (en los cuales el DR-2 ¢s me-
nos virulento) infectados con DR-2 y luego VFA
tuvicron una riapida pero reprimida respucsta
inmunitaria al VFA. Cerdos de contacto introdu-
cidos a los tres dias posinoculacion e inoculados
solo con ¢l VFA, adquirieron ¢l VPPA por contacto
y muricron. Esta notable intcrferencia de larga
duracion de una via con la infeccion por FA du-
rantc la PPA aguda y subaguda no fuc anticipada.
La infcecidon con VPPA pudo haber bloqueado las
células blanco iniciales cn cucstion (posiblcmente
células dendriticas) nccesarias para cl cstableci-
micnto de la infcecion por el VFA.

KITCHING, R.P., SALT, J.S.

African swine fever interference with foot-
and-mouth disease infection and sero-
conversion in pigs

Initial oral infection of pigs with either
highly virulent (L-60) or moderately virulent (DR-
2) African swine fever virus (ASFV), followed in
3 days with exposure to foot-and-mouth disease
virus (FMDV) (tongue inoculation and contact),
failed to cause FMDYV infection or seroconversion
in 18 of 22 L-60-infected pigs and 13 of 34 DR-2-
infected pigs. Of the 13 DR-2-infected pigs
remaining free of foot-and-mouth disease (FMD),
2 pigs survived to 24 days without antibody to
FMDV, despite constant contact with clinically
infccted pigs with FMD. Three other DR-2-
infected pigs ncver developed FMD lesions but did
develop low levels of antibody to FMDYV by day
17. A group of larger pigs (in which DR-2 is lcss
virulent) infected with DR-2 and then FMDV had
a rapid but suppressed immune response to FMDV.
Contact pigs introduced 3 days postinoculation and
inoculated with FMDV only all became infected
with ASFV by contact and dicd. This remarkably
long lasting l-way interference with FMD
infection during acute and subacutc African swine
fcver was not anticipated. Infection with ASFV
may have blocked the initial target cclls (possibly
dendritic cells) nccessary for cstablishment of
FMDYV infcction.

Br. vet. J., 151 (4): 379-389, 1995. Institute for Animal Health Laboratory, Pirbright Laboratory,
Ash Road, Pirbright, Woking, Surrey GU24 ONF, UK.

La interferencia de anticuerpos de origen
materno en la inmunizacién activa contra
{a fiebre aftosa de animales de estable-
cimientos

La ficbre aftosa (FA) ¢s una cnfermedad
altamente coatagiosa que afecta rumiantes y
cerdos. En los paiscs en los cuales la FA se con-
trola predominantemente por la vacunacion, las

Restmenes-Abstracts

The interference by maternally-derived
antibody with active immunization of farm
animals against foot-and-mouth disease
Foot-and-mouth discasc (FMD) is a highly
contagious discase affecting ruminants and pigs.
[n countrics in which control of FMD relies
prcdominantly on vaccination, young stock ingest
specific anti-FMD virus antibodies in the



crias ingieren anticuerpos anti-VFA a través del
calostro. Estos anticuerpos de origen materno
(AOM) proveen una proteccion inmediata contra
la infeccion por VFA pero también interfieren en
el desarrollo de inmunidad activa tras la
vacunacion. Sin embargo, la susceptibilidad a la
infeccion precede la habilidad de responder a la
vacunacién en presencia de AOM. Vacunas
comunmente disponibles no pueden superar el
efecto inhibitorio de los AOM vy la proteccion de
la cria joven solo serd provista por su aislamiento
del VFA.

LUBROTH, J., BROWN, F.
Res. Vet. Sci,, 59: 70-78, 1995. USDA,
P.O. Box 848, NY 11944, USA.

Identificacion de la proteina nativa no
estructural 2C del virus de la fiebre aftosa
como indicador serolégico para diferen-
ciar el ganado infectado del vacunado
Bovinos y cerdos que fucron vacunados
contra la ficbre aftosa pueden ser diferenciados de
animales convalecientes por radioinmuno-
precipitacion y electroforesis en gel de poliacri-
lamida con sulfato dodecil de sodio de las protei-
nas virales inducidas reaccionando con los sucros
respectivos. Células de rifién de hamster infectadas
con con virus de la ficbre altosa (VFA) scrotipo
A,, fucron marcadas con »S-metionina y las pro-
teinas virales inducidas fucron precipitadas con
sucros de animales vacunades y postcriormente
desafiados, animales convalecicntes mantenidos
por mds dc 300 dias, animales vacunados o
infectados con virus pertenccicntes a todos los
scrotipos del VFA, y animalcs infcctados con virus
de cncefalomiocarditis (EMC) o cntcrovirus
porcino o bovino. Ademds dc las protcinas
estructurales del virus. las protcinas no estruc-
turales 2C. 3ABC. 3C, 3CD y 3D fucron precipi-
tadas cn sucros convalecientes, pero solo la 3D
fuc precipitada por sucro de animales vacunados.
Las protcinas L, 2Cy 3C fucron precipitadas solo
después dcl desafio con un virus heterotipico
(scrotipo O)), indicando que la replicacion viral
del virus de desafio habia ocurrido. No sc detectd
precipitacion con sucros de EMC o de animales
infectados con enterovirus. Los resultados indican
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colostrum. This maternally-derived antibody
(MDA) provides immediate protection against
infection with FMD virus, but also interferes with
the development of active immunity following
vaccination. However, susceptibility to infection
precedes the ability to respond to vaccination in
the presence of MDA. Currently available vaccines
cannot overcome this inhibitory effect of MDA,
and protection of young stock can only be provided
by their isolation from FMD virus.

APHIS, ARS, Pium Island Animal Disease Center,

Identification of native foot-and-mouth
disease virus non-structural protein 2C as
a serological indicator to differentiate
infected from vaccinated livestock

Cattlc and pigs which have been vaccinated
against foot-and-mouth discasc can be
distinguished from convalescent animals by radio-
immunoprecipitation and sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis of the virus-
induced proteins reacting with the respective sera.
Baby hamster kidney cells infected with foot-and-
mouth discasc virus (FMDV) (scrotype A,,) were
labelled with *S-mcthionine and the virus-induced
proteins werc precipitated with scra from
vaccinated and subscquently challenged animals,
convalescent animals retained for over 300 days.
animals vaccinated or infected with viruscs
belonging to all scrotypes of FMDYV, and animals
infected with encephalomyocarditis (EMC) or
porcinc or bovinc entcroviruses. In addition to the
structural proteins of the virus, the non-structural
proteins 2C, 3ABC, 3C, 3CD and 3D were
precipitated by convalescent scra, but only 3D was
precipitated by scrum from vaccinated animals.
Proteins L. 2C and 3C were precipitated only after
challenge with a heterotypic virus (scrotype O
Tunisia), indicating that virus replication of the
challenge virus had taken place. No precipitation
was detected with scra from EMC or entcrovirus-
infected animalces. The results indicate that protein
2C. and to a lesser extent the polypeptide 3ABC.
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que la proteina 2C, y en menor grado el polipéptido
3ABC, podria ser utilizada para diferenciar
animales convalecientes potencialmente portado-
res de ganado vacunado.

could be used to differentiate potential carrier
convalescent animals from vaccinated livestock.

MARQUARDT, O., STRAUB, O.C., AHL, R., HAAS, B.
J. Virol. Methods, 53: 255-261, 1995. Bundesforschungsastalt fiir Viruskrankheiten der Tiere,
P.O. Box 1149, Tibingen, D-72001, Germany.

Deteccién por RT-PCR de virus de la fiebre
aftosa en hisopos nasales de bovinos
asintomaticos dentro de 24 horas

Se describe un método para extraer ARN
usando el modelo del virus de la fiebre aftosa
(VFA) derivado de material de animales adecua-

do para la sintesis de la polimerasa dependiente T -

del ADNc y subsecuente reaccién en cadena de
polimerasa (PCR). Sc detectd genomas virales en
mcnos de 24 h. Hisopos nasales que pucden ser
facil y repctidamente recolectados fueron
adecuados para la deteccion de virus por PCR,
mismo durante las ctapas asintomadticas de la
infeccion.

MATEU, M.G., ANDREU, D., DOMINGO E.

Detection of foot-and-mouth disease virus
in nasal swabs of asymptomatic cattle by
RT-PCR within 24 hours

A method for extracting RNA from animal-
derived materials that provides foot-and-mouth
disease viral template suitable for Tth polymerase-
dependent synthesis of cDNA and subsequent PCR
is described. Viral genomes were detected in less
than 24 h. Nasal swabs that can be easily and
repeatedly collected, proved suitable for virus
detection by PCR, even during the asymptomatic
stages of infection.

Virology, 210: 120-127, 1995. Centro de Biologia Molecular, Severo Ochoa, (CSIC-UAM),
Universidad Auténoma de Madrid, 28049 Madrid, Espadia.

Produccién de anticuerpos en un hospede-
ro natural y anticuerpos monoclonales
reconocen padrones antigénicos similares
del virus de la fiebre aftosa

Anticucrpos policlonales dc cerdos contra
cl lugar antigénico principal (sitio A) del virus dc
la ficbre aftosa (VFA) de serotipo C, y anticucrpos
monoclonales (AcMs) que rcconocen diferentes
cpitopes dec cste sitio fucron comparados con
referencia a la reactividad con un panel de péptidos
sintéticos. Los péptidos usados representan dife-
rentes segmentos o secuencias de variaates del si-
tio A. y sus rcaccioncs reflcjan diferencias cn
especificidad antigénica. Los resultados indican
una gran semcjanza inmunoquimica catre el sitio
A dc cpitopes definidos por AcMs dc raton y
aqucllos reconocidos por anticucrpos producidos
en un hospedero natural de VFA. Esta similitud
corrobora conclusioncs previas, basadas en cl
andlisis con AcMs, sobre la importancia de
sustitucioncs de aminodcidos en algunas posi-

Restimenes-Abstracts

Antibodies raised in a natural host and
monoclonal antibodies recognize similar
antigenic features of foot-and-mouth
disease virus

Swinc polyclonal antibodies directed
against a major antigenic site (sitc A) of foot-and-
mouth discasc virus (FMDV) of scrotype C, and
monoclonal antibodics (MAbs) which recognize
dilferent cpitopes within this site, have been
comparcd with regard to reactivity with a pancl
of synthetic peptides. The peptides used represent
different segments or variant scquences of site A,
and their reactivities reflect differcnces in
antigenic spccificity. The results indicate a
rcmarkable immunochemical similarity between
the site A epitopes defined by murine MAbs and
thosc recognized by antibodies elicited in a natu-
ral host of FMDV. This similarity further validates
previous conclusions, based on analyses with
MAbs, on the rclevance of amino acid
substitutions at a few critical positions on the



ciones criticas sobre la variacién antigénica
intratipica del VFA en el campo. También dan mas
apoyo a la doble funcién del modelo Arg-Gli-Asp
del ojal G-H en el acoplamiento celular y en el
reconocimiento de anticuerpos hospederos,
recientemente documentado con la elucidacién de
la estructura tridimensional de un complejo
antigeno-anticuerpo de VFA. Ademis, los resul-
tados estimulan el uso de paneles extensivos de
AcMs bien caracterizados para un andlisis
molecular preciso de la variacion antigénica del
VFA, y de otros virus, en el campo.
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intratypic antigenic variation of FMDYV in the field.
They also give further support to a dual function
of the Arg-Gly-Asp motif of the G-H loop in cell
attachment and in the recognition by host
antibodies, as recently documented with the
elucidation of the three-dimensional structure of
an antigen-antibody complex of FMDV. In
addition, the results encourage the use of extended
panels of well-characterized MAbs for a precise
molecular analysis of the antigenic variation of
FMDV, and of other viruses, in the field.

MATEU, M.G., CAMARERO, J.A,, GIRALT, E., ANDREU, D., DOMINGO, E.
Virology, 206: 298-306, 1995. Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”, Universidad
Auténoma de Madrid, 28049-Cantoblanco, Madrid, Espaiia.

Evaluacién directa de inmunodominancia
de un lugar antigénico principal del virus
de la fiebre aftosa en un hospedero natu-
ral

La inmunodominancia de un lugar antigé-
nico principal del virus de la ficbre aftosa (VFA)
(scrotipo C, clon C-88cl) en un hospedcero natu-
ral ha sido evaluada por fraccionamicnto dc
inmunoglobulina sérica. Diccinucve sucros de
cerdos convalccicntes o vacunados fucron
fraccionados por cromatografia usando un péptido
sintético que rcpresenta el sitio antigénico A (cn
cl ojal G-H dc la protcina capsidica VP1) unido a
una matriz de scfarosa. Las actividades de
acoplamicnto dcl antigeno y ncutralizacién dc
fracciones dc sucros fucron cuantificadas. En
promedio. cerca de 57 6 27% de la actividad dc
virusncutralizacion (y cerca de 35 6 12% de la
actividad dc acoplamiento de virus) de cerdos
convalccicntes o vacunados. respectivamente,
correspondio a anticuerpos contra cl sitio A. Los
resultados proveen evidencia directa de la impor-
tante contribucion del sitio A, y también dc luga-
res adicionales no rclacionados al sitio A, en la
produccion de anticucrpos ncutralizantes por VFA
un hospedero natural. La proporcidn de anti-
cucrpos dirigidos al sitio A varié mucho cntre los
cerdos individuales. Algunos animales produjcron
muy bajos niveles de anticuerpos especificos para

Direct evaluation of the immunodo-
minance of a major antigenic site of foot-
and-mouth disease virus in a natural host

The immunodominance of a major antige-
nic site of foot-and-mouth discasc virus (FMDV)
(scrotype C. clonc C-S8cl) in a natural host has
been evaluated by serum immunoglobulin
fractionation, Ninctecn sera from either
convalescent or vaccinated swinc were fractionated
by affinity chromatography using a synthetic
peptide representing antigenic site A (the G-H loop
of capsid protcin VP1) coupled to a Scpharosc
matrix. Antigen-binding and ncutralizing
activitics of scrum [ractions were quantitated. On
avcrage, about 57 or 27% of the virus-ncutralizing
activity (and about 35 or 12% of the virus-binding
activity) from convalescent or vaccinated swine,
respectively, corresponded to antibodics against
sitc A. The results provide direct evidence of the
important contribution of sitc A, and also of
additional sites unrclated to site A, in the cvoking
of neutralizing antibodics by FMDYV in a natural
host. The proportion of antibodics dirccted to site
A varied greatly among individual swinc. Some
animals evoked rcmarkably low levels of
antibodies specific for sitc A although they were
competent to raise antibodies against other
antigenic sites of FMDV. Thus, thc major
antigenic sitc of FMDV shows hctcrogencous
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el sitio A, aunque fueron competentes en producir
anticuerpos contra otros lugares antigénicos del
VFA. Por lo tanto, el lugar antigénico principal
del VFA muestra dominio heterogéneo en un
hospedero natural. Se discuten posibles implica-
ciones en la evolucién de las cuasiespecies virales.

dominance in a natural host. Possible implications
for evolution of viral quasispecies are discussed.

MULLER, S., GUICHARD, G., BENKIRANE, N., BROWN, F.,VAN REGENMORTEL,

M.H.V,, BRIAND, J.-P.

Peptide Research, 8 (3). 138-144, 1995. Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire, UPR

9021 CNRS, Strasbourg, France.

Inmunogenicidad acentuada y reaccion
cruzada de peptidomiméticos retroinver-
sos del lugar antigénico principal del virus
de la fiebre aftosa

Retroinversos andlogos de péptidos cor-
respondicntes al lugar antigénico principal 141-
159 del VP de dos variantes del virus de la fiebre
aftosa fueron sintetizados y ensayados para sus
propicdades antigénicas ¢ inmunogénicas.
Anticucrpos para péptidos L y retroinversos fucron
producidos por inoculacién de concjos con
péptidos unidos covalcntemente a pequefios
liposomas unilamclares contenicndo el lipidio
monofosforil A como adyuvante. Cuando compa-
rado con la respuesta de anticuerpo producida por
péptidos L, la duracidn de la respuesta de IgG que
fue producida por los péptidos retroinversos fuc
significativamentc mayor y cl titulo dc antisucros
antipéptidos fue mucho mds clevado. Anticucrpos
para péptidos retroinversos tuvieron reaccion cru-
zada igualmente buena con los respectivos péptidos
L matriccs. Estos rcsultados, obtenidos con una
sccucncia viral que previameate habia sido
idcntificada y que representaba un buen candida-
to para posiblc vacunacién, mostré que peptidomi-
méticos rctroinversos podian scr atiles para acen-
tuar la inmunogenicidad de péptidos.

Enhanced immunogenicity and cross-
reactivity of retro-inverso peptidomimetics
of the major antigenic site of foot-and-
mouth disease virus

Retro-inverso analogues of peptides
corresponding to the major antigenic site [41-159
of VPI1 from two foot-and-mouth discase virus
variants have been synthesized and tested for their
antigenic and immunogenic propertics. Antibodies
to the L- and retro-inverso peptides were produccd
by injecting rabbits with peptides covalently
coupled to small unilamellar liposomes containing
monophosphoryl lipid A as adjuvant. When
compared to the antibody response raiscd against
the L-peptides, the duration of the IgG response
that was induced by the retro-inverso peptides was
significantly longer and the titer of anti-peptide
antiscra was much higher. Antibodics to retro-in-
verso peptides cross-reacted equally well with the
respective parent L-peptides. These results,
obtaincd with a viral scquence which was found
previously to represent a good candidate for
possible vaccination, show that retro-inverso
peptidomimetics could be uscful for enhancing the
immunogenicity of peptidcs.

PIATTI, P.,, HASSARD, S., NEWMAN, J.F.E.,, BROWN, F.
Vaccine, 13 (8): 781-784, 1995. USDA, ARS, Plum Island Animal Disease Center, P.O.

Box 848, Greenport, NY 11944, USA.

Variantes antigénicas en un aislamiento
de placa del virus de Ila fiebre aftosa:
implicaciones en la produccidn de vacuna

La ocurrencia de muchos subtipos de un
scrotipo del virus de la fiebre aftosa (VFA) dificul-

Resumencs-Abstracts

Antigenic variants in a plaque-isolate of
foot-and-mouth disease virus: implications
for vaccine production

The occurrence of many subtypes within a
scrotype of foot-and-mouth discasc virus (FMDV)



ta el control de la enfermedad por 1a vacunacion.
Aunque las vacunas inactivadas son usadas con
éxito en muchos paises, el aparecimiento en el
campo de variantes antigénicas contra las cuales
las vacunas no confieren proteccion es un proble-
ma constante en la elaboracién de la vacuna. Pre-
viamente habiamos encontrado una mezcla de va-
riantes antigénicas en un solo aislamiento de cam-
po del serotipo A12. En este informe demostramos
la presencia de dos variantes en el aislamiento de
una sola placa de esta mezcla. La segunda varian-
te fue detectada solo cuando las condiciones del
crecimiento fueron alteradas. Nuestra observacion
se dirige a los problemas que pueden ser encon-
trados en la produccion en larga escala de un virus
para la elaboracién de vacuna.
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makes it difficult to control the disease by
vaccination. Although inactivated vaccines are
used successfully in many countries, the
appearance in the field of antigenic variants
against which the vaccines do not confer protection
is a constant problem in vaccine manufacture. We
had found previously a mixture of antigenic
variants in a field isolate of serotype Al2. In this
report we demonstrate the presence of two variants
in a plaque-isolate from this mixture. The second
variant was detected only when the growth
conditions were altered. Our observation points
to the problems which may be encountered in the
large scale growth of a virus for vaccine
production.

ROBIOLO, B., GRIGUERA, P.R., PERIOLO, O.H., SEKI, C., BIANCHI, T., MARADEI,

E., LA TORRE, J.L.

Vaccine, 13 (14): 1346-1352, 1995. Centro de Virologia Animal (CEVAN), Serrano 669-

1414-Capital Federal, Argentina.

Evaluacion de la potencia de vacuna con-
tra la fiebre aftosa por ELISA de bloqueo
en fase liquida: propuesta para una alter-
nativa al procedimiento de desafio en la
Argentina

La cxpectativa de proteccion mds baja
(EPB) a un 95% dc confianza de 245 vacunas
comerciales contra la ficbre aftosa fue calculada
de los titulos de la prucba ELISA "sandwich" dc
bloquco cn fasc liquida (ELISAf) de sucros.bovi-
nos obtenidos de 3920+ animales a los 60 dias
posvacunacion (DPV) y desafiados con virus vivo
a los 90 DPV. Sc encontrd que la cvaluacién de la
EPB cs altamentce cspecifica (i.c., pucde predecir
una falla en 100% dc los casos) aunque su
habilidad para predecir la aprobacion al desafio
{prucba GP) (i.c., sensibilidad) comprendio solo
¢l 65% de las vacunas que pasaron la prucba. Sin
cmbargo fuc posible mejorar la sensibilidad dc la
cvaluacion usando un cocficiente afternativo (Ro),
dependicnte exclusivamente del namero de
animales quc mostraban los titulos mas altos y
miis bajos cn ELISA(I en una prueba de una vacuna
determinada. Este coeficiente fue capaz de predecir
la aprobacion dc la prueba GP en un 90% dc las
vacunas, manteniendo aceptable la proteccion
(87% dc cspecificidad). Basado cn estos resulta-

Assessment of foot and mouth disease
vaccine potency by liquid-phase blocking
ELISA: a proposal for an alternative to the
challenge procedure in Argentina

The lowest expected protection (LEP) at a
95% confidence of 245 foot and mouth discasc
(FMD) commercial vaccines was calculated from
the titres of liquid-phase blocking sandwich ELISA
(IpELISA) of cattle scra obtained from 3920
animals at 60 days post-vaccination (d.p.v.) and
challenged with live virus at 90 d.p.v. [t was found
that LEP cvaluation is highly specific (i.c., it is
able to predict the failure in 100% of the cascs)
although its ability to predict the challenge (PG
test) approval (i.c., scasitivity) comprised only
65% of the vaccines that passed the trial. It was
possible, nevertheless, to improve the scnsitivity
of the cvaluation by using an altcrnative cocflicient
(Ro), exclusively dependent on the number of
animals exhibiting the highest and lowest IpDELISA
titres in a particular vaccine trial. This coefTicient
was capablc of predicting the PG approval of 90%
of the vaccines, yet maintaining acceptable levels
of safety (87% of specificity). Based on these
results and as a first step towards the replacement
of the challenge protocol in Argentina, we proposc
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dos y como un primer paso hacia el reemplazo de!
protocolo de desafio en Argentina, proponemos
una aprobacion rapida para la comercializacion
de vacunas antiaftosa, capaces de alcanzar un 82%
como la marca mas restrictiva, y el rechazo de las
que no alcancen el limite del 50% de EPB.
Experiencias mds extensas con este nuevo proto-
colo permitirdn un ajuste refinado de los valores
de la EPB y Ro y establecer con mds precisién los
puntos para aprobacién directa o desaprobacion
de vacunas por ELISAf, eliminando el uso de VFA
vivo en el campo.

a swift approval for commercialization of FMD
vaccines which are able to reach the highly
restricting LEP passmark of 82%, and the rejection
of those not reaching the 50% LEP limit. More
extensive experience with this new protocol will
allow a finer adjustment of the LEP and Ro values
and to set more precisely the cutt-off points for
direct approval or disapproval of vaccines by
IpELISA, eliminating the use of live FMDV in
the field.

STRAM, Y., CHAI, D., FAWZY, H.E.-D., MOLAD, T., MEIRI, N., VAN-HAM, M., EL
KILANI, S., FAHAMY, F., MOUSSA, A.AM.,, YADIN, H.
Arch. Virol., 140 (10): 1791-1797, 1995. Division of Virology, Kimron Veterinary Institute,

Beit-Dagan, israel.

Epidemiologia molecular de Ia fiebre aftosa
en Israel en 1994 y en otros paises de Ori-
ente Medio en los afios de 1992-1994

Se utilizaron las prucbas de transcriptasa
reversa-reaccion en cadena de polimerasa (RT-
PCR) y de secucnciamicnto dirccto en el diagnos-
tico y tipificacién del virus de la ficbre aftosa en
mucstras tomadas durante ¢l brote de ficbre aftosa
ocurrido en 1994 cn Isracl. Usando métodos de
PCR, aislamicnto viral y scrolégicos sc mostrd que
el brotc dc 1994 cn Isracl y en otros paiscs de Ori-
entc Medio fuc ocasionado por ¢l virus tipo Ol.
El sccucnciamicnto dirccto de la PCR de gencs
VP! y cl andlisis homélogo de los aislamicntos de
virus revelaron que cn [sracl ocurrieron dos bro-
tes distintos. El primero se origind en Jordania, sc
extendid por el territorio del Banco Ocste y lucgo
a la baja Galilea. El scgundo brote, causado por
otro virus fuc responsable por los brotes en ¢l sur
de Libano. la alta Galilca y los Altos del Golin.
Cuando en el andlisis se incluyeron sccuencias
virales de los aislamientos de brotes ocurridos en
Egipto y Libano en 1993, estas mostraron un alto
grado de homologia de la secuencia VPI entre
cllos, sugiricndo un origen comn.

Restimenes-Abstracts

Molecular epidemiology of foot-and-mouth
disease (FMD) inIsrael in 1994 and in other
Middle-Eastern countries in the years 1992-
1994

The reverse transcriptase-polymerase chain
rcaction (RT-PCR) and direct sequencing werc
employed in the diagnosis and typing of foot-and-
mouth discase virus (FMDV) in samples taken
during the 1994 discase outbreak in Isracl, Using
PCR, virus isolation and scrological mcthods it
was shown that the 1994 discasc outbreak in [sra-
¢l and other Middlc-Eastern countries was causcd
by Ol type virus. Direct PCR scquencing of VP!
genes and homology analysis of the virus isolates
revealed that there were two distinct outbreaks in
Isracl. The first originated in Jordan, moved to
thc West Bank territory and then to the Lower
Galilce. The sccond outbreak, caused by another
virus, was responsible for discase outbreaks in
South Lebanon, Upper Galilcc and the Golan
Heights. When viral sequences of isolates from
the 1993 outbreaks in Egypt and Lebanon were
included in the analysis, thcy showed a high degree
of VP1 sequence homology between themselves,
suggesting a common origin.
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VERDAGUER, N., MATEU, M.G., ANDREU, D., GIRALT, E., DOMINGO, E,, FITA, I
EMBO J., 14 (8): 1690-1696, 1995. Department d’Enginyeria Quimica, Universitat Politéc-
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Estructura del ojal antigénico principal del
virus de la fiebre aftosa combinada con un
anticuerpo neutralizante: implicacién
directa del modelo Arg-Gli-Asp en la
interaccion

La estructura cristalina de un péptido sin-
tético representando la curva antigénica principal
del virus de la fiebre aftosa (VFA), combinada con
el fragmento Fab de un anticuerpo monoclonal
neutralizante producido contra el virus ha sido de-
terminada a una resolucién de 2.8 A. El péptido
muestra un alto grado de estructura interna con
una conformacién casi ciclica. El modelo Arg-Gli-
Asp conservado, involucrado en el acoplamiento
viral del VFA a las células, participa directamente
en la interaccion con varias regiones comple-
mentarias determinantes de la molécula del
anticucrpo. El trio Arg-Gli-Asp mucstra la misma
conformacion de una vuclta abierta encontrada cn
la forma reducida de otro serotipo del VFA y de
protcinas integrinas de acoplamicnto. Las
intcracciones observadas proporcionan una
interpretacion molecular de los reemplazos de
aminoicidos observados en mutantes resistentes a
1a ncutralizacién de este anticuerpo. La estructura
ademds sugicre un numero de restricciones a la
variacion dentro del cpitope quc son impucstas para
mantencr ¢l modelo Arg-Gli-Asp cn su confor-
macion (uncional.

Structure of the major antigenic loop of
foot-and-mouth disease virus complexed
with a neutralizing antibody: direct
involvement of the Arg-Gly-Asp motif in
the interaction

The crystal structure of a synthetic peptide
representing the major antigenic loop of foot-and-
mouth disease virus (FMD V), complexed with the
Fab fragment of a neutralizing monoclonal
antibody raised against the virus, has been
determined at 2.8 A resolution. The peptide shows
a high degree of internal structure with a nearly
cyclic conformation. The conserved Arg-Gly-Asp
motif, involved in the viral attachment of
aphtoviruses to cells, participates directly in the
interaction with several complementarity
dctermining regions of the antibody molecule. The
Arg-Gly-Asp triplet shows the same open turn
conformation found in the reduced form of FMDV
of another scrotype and also in integrin binding
proteins. The observed intcractions provide a
molecular interpretation of the amino acid
replacements obscrved to occur in mutants
resistant to ncutralization by this antibody. The
structure also suggests a number of restrictions to
variation within the cpitope which arc imposed to
keep the Arg-Gly-Asp motif in its functional
conformation.
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Invitation to Contributors

The BOLETIN is a journal of the Pan-American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/WHO). It publishes
articles relating to all aspects of work in laboratory, field and program activities of foot-and-mouth disease and other
viral diseases in animals. The Director invites contributors to submit their work to the Editorial Committee in the most
appropriate of the following formats:

Article: full-length scientific work, reporting on original research, with traditional divisions of Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions, References and Acknowledgments. An abstract of no more

than 250 words should accompany the article.

Brief Report: short (6-7 typewritten pages) complete scientific work: results and discussion can be presented
with the data, which should be limited to 2 tables.

Preliminary Communication: short summary of work in progress, 34 pages, maximun of 2 tables.
Review Article: on both general and specific topics, flexible format.
Languages: Articles may be in Spanish, English or Portuguese and will be published only in the orginal

language submitted by the authors. Summarics will be translated and published in the other two languages. The English
version of articles in Spanish or Portuguese will be published only when submitted by the authors.

Instructions to Authors

1. All manuscripts presented to the BOLETIN should be typewritten and doubic-spaced on one side of 28 x 22 cm
paper.

2. Author's name, title, institution and address should be given on a separate shect.

3. Figurcs and tables (arabic numbers) with appropriate captions and titles should be included on scparate pages.
numbered consccutively and attached at the end of the text with an indication of where they belong.

4. References cited should be listed scparately in alphabetical order with appropriate reference numbers in the text.
5. The Editor reserves the right to accept or reject any Manuscript which is submitted, with the understanding that
it is subject to editorial revision, including, where nccessary, condensation of the text and omission of tabular and

illustrative material, ctc.

6.  Authors will receive the corresponding Boletin,

Editor: Dr. Vicente Astudillo, Director
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