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VIRUS AFTOSO TIPO C WALDMANN
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1. INTRODUCCION

La plasticidad del virus aftoso es demostrada por el elevado nimero de
subtlpos y cepas identificadas dentro de cada tipo (6,7), hecho que su-
pone riesgos continuos para las campanas antiaftosas basadas en la vacu-
nacién preventiva.

Los métodos serolégicos, principalmente la fijacién del complemento
(FC'), rednen condiciones ventajosas para detectar diferencias entre
subtipos y cepas (15).

Sin embargo, para la medicién exacta de esas diferencias son indispen-
sables las pruebas de inmunidad cruzada (BROOKSBY 15). Estas pruebas re-
sultan de gran utilidad para evitar el riesgo que se deriva de inmunizar
a la poblacién sensible con una cepa diferente de la que actida en el
campo (12). .

En el presente trabajo se estudia comparativamente, a través de prue-
bas serolégicas e inmunolégicas cruzadas, el comportamiento de la cepa
C3 Resende, que es ampliamente utilizada en la produccién de vacunas en
Sudamerlca y la cepa C, Tierra del Fuego.

2. MATERIAL Y METODOS

Bovinos

Se utilizaron 79 bovinos de 12 a 18 meses de edad, con caracteristicas
predominantes de ganado cebd. Todos los animales eran procedentes de zo-
nas enzodéticas y fueron seleccionados por ausencila de anticuerpos para
la cepa C Resende del virus aftoso, segin criterio y técnica de CUNHA

(3).
Virus

. , .
Tanto en la produccién de vacunas como en las pruebas serolégicas e
inmunoldégicas se usaron las cepas de virus aftoso C, Resende (Brasil

1955) y C, Tierra del Fuego (Argentina 1966).
Vacunas
Se utilizaron cuatro vacunas monovalentes producidas en el Centro Pa-

namericano de Fiebre Aftosa, dos de las cuales preparadas con la cepa C,
Resende y dos con la cepa C Tierra del Fuego.

* Pertenecen al Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, Caixa Postal 589, ZC-00, Rio de

Janeiro, Brasil.
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(a) Vacuna C, BHK - 5 pasajes en células BHK-21, C-13

(b) Vacuna C, Nil - 3 pasajes en BHK-21,C-13 y 10 pasajes en células
Nil-2

(¢) Vacuna C, Frenkel - 30 pasajes en cultivos de Frenkel

(d) Vacuna C; VWM - 18 pasajes en células de rindén de cerdo y
42 pasajes en embriones de pollo a 14 dias de edad

Las vacunas "a", "b" y "c" fueron adsorbidas con hidréxido de alumi-
nio, inactivadas por formalina, y adicionadas de saponina (1). Las prue-
bas de inocuidad para estas tres vacunas fueron hechas de acuerdo con la
técnica de HENDERSON (10).

La vacuna "d" de virus vivo modificado (VVM) estaba constituida por
una suspensién 1:10 en solucién "buffer"™ glicerinada al 50% de corazén e
higado de embrién de pollo, correspondiente al 42° pasaje de virus, que
anteriormente habfa sido pasada 18 veces en células renales de cerdo @).

En el cuadro 1 se presentan los titulos infecciosos en dosis letales
50% en ratones lactantes (DLSORL) y antigénicos (FC’50) de las suspen-
siones virulentas de estas cuatro vacunas.

Sueros

Los bovinos fueron sangrados a los 0, 14 y 21 dias postvacunacién
(DPV). Una vez separados los sueros, fueron congelados a -25°C y en el
momento de realizarse las pruebas se inactivaron a 60°C durante 20 minu-
tos (3).

Vacunacién

Se vacunaron grupos de 16 bovinos con cada vacuna, a la dosis de 2 ml
por via subcutdnea para las tres vacunas inactivadas (a, b y c) y de
5 ml por via intramuscular para la vacuna de VW (d).

Se dejaron 15 bovinos sin vacunar que sirvieron como testigos.

Titulacidn en ratones lactantes (RL)
Las suspensiones virulentas en volimenes de 0,05 ml y en diluciones
seriadas base 10, fueron inoculadas por via intraperitoneal en ratones

suizos de 6-7 dias de edad, utilizédndose 8 ratones por dilucién. El
punto final 50% se calculé segin el método de REED y MUENCH (14).

Pruebas inmunolédgices

A los 21 DPV los bovinos vacunadosy los testigos fueron comprobados
siguiendo dos métodos directos y dos métodos indirectos de control de
potencia (cuadro 2).

Métodos directos

| 1) E1 de 10* dosis infectante 50% (DISO): consiste en la inoculacidn
de 0,1 ml de suspensién virulenta de epitelio lingual bovino de los
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subtipos C5 vy C, por via intradermolingual en 4 puntos, segin la técnica
descrita por CUNHA (4 y 5). Los bovinos fueron mantenidos en observacién
durante 14 dias, considerdndose inmunes aquellos con ausencia de lesio-
nes podales.

2) E1 indice de proteccién K modificado (I.K.M.): previa anestesia ge-
neral por via intravenosa con hidrato de cloral al 40%, a la dosis de
1 ml por 5 kg de peso vivo, los bovinos fueron inoculados por via intra-
dermolingual con 4 diluciones que contenian 10% 10%, 10?2 y 10! DL RL a
partir de epitelio lingual bovino del virus aftoso subtipo C3, cada una
en cuatro puntos de una linea, siguiendo la técnica de HENDERSON (9).

Las observaciones de las lesiones linguales se realizaron en los tes-
tigos a las 24 y 44 horas postinfeccidén y en los vacunados a las 30 y
44 horas. También se observé la generalizacién podal durante 2 semanas
(11).

Se expresa la inmunidad local por la férmula:

oo
LK.M, = —St1E0S 0 log T.K.M. = log T - log V

Vacunados

segin LUCAM (13) y la inmunidad general por 104 DL;,RL (4,5).
Métodos indirectos

1) Indice de seroproteccién (ISP): los sueros de bovinos vacunados y
testigos fueron estudiados por la técnica de CUNHA (3), empleando virus
proveniente de epitelioc lingual bovino.

2) Indice de seroneutralizacién (ISN): los mismos sueros se analizaron
también en células BHK-21 C-13, utilizando el suero fijo y virus varia-
ble previamente adaptado a estas células.

Pruebas seroldgicas de FC'50

a) Punto éptimo del antigeno

El titulo FC’;, de los antigenos se obtuvo enfrentando a 0,2 ml de
cada antigeno bovino en diluciones variables base 2, con 0,2 ml de suero
hiperinmune homélogo en concentracién fija, que contenia 2,5 unidades
fijadoras del complemento 50% (calculadas previamente frente a su ant{ -
geno homélogo) y en presencia de 0,2 ml de complemento con las un idades
hemoliticas apropiadas.

Después de mantener esta mezcla durante 30 minutos en incubacién a
37°C, se agregé 0,4 ml de sistema hemolitico (densidad éptica = 0,66) vy
se mantuvo 30 minutos mds a 37°C en bano de Mar{ia. Una vez centrifugada,
la prueba se leyé en el espectrofotémetro Coleman Jr. Modelo 6A, banda
545 A. Tomando en cosnideracién que se usa sélo 1 ml del volumen total,
se colocé dentro de la cubeta de lectura un disco de goma de 4 mm de es-

pesor.
Con los valores de fijacién se trazé un gréfico en papel milimetrado vy
se calculé el titulo FC’ del antigeno, a partir del cual se tomé la

dilucién que contenfa 2,5 unidades fijadoras del complemento 50% como
punto éptimo.
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b) Punto 6éptimo del suero

El titulo FC’'., de los sueros hiperinmunes se obtuvo enfrentando estos
en diluciones base 2 a los antigenos en sus puntos 6ptimos, siguiendo
los pasos descritos para obtener el punto éptimo del antigeno.

Con los titulos FC',, de los sueros hiperinmunes frente a los antige-
nos homélogos y heterélogos se obtuvieron la Relacién (r) y el Parentes-
co (R) segin las férmulas siguientes (15):

Titv. FC' ., de sueros heterdlogos

Relacién (r) , r =
' Tit. FC';, de sueros homélogos

100 V r

Parentesco (R) R 1] X Ty

3. RESULTADOS

. ’ .
Pruebas inmunologicas

Métodos directos

Técnica de 104 DI;,: la presencia de lesiones linguales o podales en
los distintos grupos de bovinos vacunados y testigos tras la descarga
del virus aftoso cepas C, Resende y C, Tierra del Fuego se presentan
cualitativamente e 1nd1v1dualmente en las figuras 1 y 2 respectivamente,
de acuerdo con las vacunas utilizadas. Los indices de SP y SN correspon-
dientes a los bovinos en el momento de la comprobacién con descarga de
virus se presentan individualmente en las figuras 1 y 2, y por grupo en
los cuadros 4 y 5 respectivamente.

Técnica de indice K modificado (IKM): los valores de los indices KM
calculados a partir de las observaciones hechas a las 44 horas postin-
feccién, en los bovinos vacunados, estin representados en el cuadro 3,
donde también se indica el % de proteccién a la generalizacién (% PG) y
los indices de SP y SN en el momento de la comprobacién.

Métodos indirectos

Técnica de los indices de SP y SN: los indices individuales de SP y SN
en el momento de la comprobacién con las cepas C; Resende y C, Tierra
del Fuego se presentan en las figuras 1 y 2, m1entras que los promed1oq
de los indices por grupos de 8 animales se presentan en los cuadros 3, 4
y 5.

Con los indices de SP y SN de los sueros a los 21 DPV se establecieron
la Relacién .(r) y el Parentesco (R) indicados en los cuadros 6 y7, apli-
cando el mismo criterio que el utilizado en la FC’ 4 (15).

Pruebas serolégicas

Los estudios de clasificacién serologica de las cepas C; Resende y
C, Tierra del Fuego se realizaron segin BROOKSBY (15) empleando s5ueros
h1per1nmunes su Relacién (r) y Parentesco (R) estdn representados en el
cuadro 8.
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4. DISCUSION

Inmunogenicidad

Se observé en los animales inoculados con vacunas preparadas con la
cepa C, Resende, que esta cepa proporciona muy buena inmunidad local vy
general frente a la cepa homéloga y también frente a la cepa heterdloga
C, Tierra del Fuego.

Los animales vacunados con vacunas preparadas con la cepa C4 Tierra
del Fuego, cuando comprobados con la cepa homéloga presentaron un buen
nivel de inmunidad, mientras que frente a la cepa heteréloga C; Resende
proporcionaron proteccién de nivel muy bajo.

Por lo tanto, los métodos directos indican la superioridad inmunogéni-
ca de la cepa C; Resende en relacién con la cepa C, Tierra del Fuego, o
sea dominancia homéloga y heteréloga (12).

En lo que se refiere a la inmunidad local y general es posible decir
que en todas las pruebas hechas, la inmunidad general fue méds sélida que
la inmunidad local, hecho también observado en ovinos (8).

Las pruebas de SP segin la técnica de CUNHA (3) demostraron la inmuno-
genicidad mds alta de la cepa C,; Resende que la de la cepa C, Tierradel
Fuego, cuando se comprobaron con los virus homélogos. Ninguna de estas
cepas proporcioné resultados aceptables frente a la cepa heterdloga.

Las pruebas de SN realizadas con los sueros de bovinos inoculados con
las diversas vacunas frente a las cepas homélogas presentaron indices
con valores >2. :

La vacuna de VVM preparada con la cepa C,; Resende proporcioné indices
>2, mientras que las otras 3 vacunas inactivadas (una con la cepa C, Re -
sende y dos con la cepa C, Tierra del Fuego) mostraron indices de SN <l
cuando fueron comprobadas con las cepas heterdlogas.

Por lo tanto, la prueba de SN indica la superioridad inmunolégica de
la cepa C; Resende y a la vez la dominancia del antigeno Cg; VVM cuando
comparado con la vacuna C; Frenkel y las C, BHK y C, Nil.

Comportamiento seroldgico

Los resultados de FC'., de las cepas C; Resende y C, Tierra del Fuego
muestran un Parentesco éﬁ) de 10% que indican que estas cepas son "Muy
diferentes™ (15). Al mismo tiempo analizando la Relacién (r),que tiene
mds expresién por basarse en los valores individuales, muestra que los
anticuerpos fijadores del complemento de la cepa C, Resende ofrece va%o-
res mas elevados que los anticuerpos de la C, Tierra del Fuego, confir-
mando la dominancia de la cepa C3 Resende, ya demostrada por los métodos
inmunolégicos directos. .

Los valores de ISP e ISN presentan un R méds préximo al de tipos "Dife-
rentes” que de "Muy diferentes” (15). Esto indica que la prueba de FC’;g
es més rigurosa cuando el criterio de Parentesco (15) es utilizado tanto
en pruebas serolégicas como en inmunolégicas.
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Patogenicidad

Los valores de la titulacién DISO efectuada en los bovinos testigos a
las 24 horas postincculacién con la cepa C, Resende fue de 1049 povi-
nos, con la desviacién standard de * 0,63 para 4 bovinos, siendo que a
las 44 horas postinoculacién los valores fueron 10310 y la desviacién
standard fue * 0,4 que es un valor aceptable.

Las observaciones a las 24 horas proporcionan puntos lutermedios en la
actividad virica vy sujetos a una alta desviacidén standacd.

Por lo tanto los valores estdn en el punto final a tas 44 horas y des-
pués empieza la actividad regresiva de las lesiones

De acuerdo con este raciocinio los autores aceptan los resultados de
las 44 horas como los mas indicados {(tiempo mas propicio) para esta cepa
y para bovinos provenientes de &reas enzodticas, para establecer ol IKM,

En los bovinos testigos inoculados con la misma UL, RBL para awmbas
cepas, con la cepa C, Besende se observaron lesiones locaies y generaly -
zadas en 7/7, wientras que para la ceps O, Tierra del Fucgn 5/8 presex-
taron lesiones en ia lengua y 7/8 lesiones gencralizadas.

De acuerdo con los resultados obtenidos es posible decir gue en el

[

)

caso de la cepa C, Tierra del Fuego la Dl 1O%* RL es insuficiente Ca v
alcanzar las exigencias requeridas por la téentoa an it bovianos LA

Entre la« . Mo ity edn Va0 Becoade e o w e o e
dad més alts 0 n ‘ L N S PP N T

en hovinos,
5. SUHMARIO

Se ha estudiado el comportamiento inmunolégico y seralogico de las
cepas C; Resende y €, Tierra del Fuego, del virus aftoso.

Mediante métodos inmunologicos directos e indirectos se comprobd que
la cepa C; Resende proporciona inmunidad més sdlida y wds duradeia «on
respecto a la cepa C, Tierra del Fuego, encontréndose &« la vez covrela
cién entre las pruebas serolégicas e inmunolégicas.

El distinto comportamiento de los bovinos testigos intectados con lu
misma cantidad de virus infeccioso de ambas cepas, indicd su diferente
actividad patogénica.

SUMMARY

IMMUNOLOGICAL AND SEROLOGICAL COMPARISON OF TWCQ SUBIYRES OF
FOOT-AND -MOUTH DISEASE VIRUS TYPE C WALDMANN

The immunological and serological characteristics of two FMDV strains,
C, Resende and C, Tierra del Fuego, have been studied.

Direct and indirect immunological methods demonstrated that subtype
C, Resende affords greater and more broader immunity than strain Cg
Tierra del Fuego. A strong correlation was [ound becween the resules
of serological and immunological tests. '

The control cattle infected with equal amounts of infectious vitus
of both strains, indicated the different degrecs of e thogeny ety ol
these two strains.
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Resultados de la titulacidén de infecciosidad y FC’ del

CUADRO 1

TABLE 1

antigeno utilizado para la produccidén de vacunas

Results of infectivity titration and CF’ of the

antigen used in vaccine production

Vaowne « Vaceine|byutrQucunel I Vacerse dose| Tt CF 38
"a" C, BHK 1077 6
"b" C, NIL 1081 5
"c" C; Frenkel 1081 4
"d" C, VVM* 10%: 4 -

* - . .
VWM = Virus vivo

CUADRO 2

modificado - Modified live virus

- TABLE 2

Distribucidn de los bovinos comprobados con virus aftoso cepas
C Resende y C TLerra del Fuego por inoculacién intradermolingual

con

1 DISO y la prueba de indice K modificado

Distribution of cattle tested by intradermolingual inoculation

with FMDV strains C, Resende and C Tierra del Fuego IDg,

and modified K tndex

104

Cepa - Strain Cepa - Strain

C3 Resende C4 Tierra del Fuego
Vacuna - Vaccine o 0

* ’ )

IKM 10 DISO 10 DISO
"a" C4 BHK 8 0 8
"b" C4 NIL 0 8 8
"c" C3 Frenkel 8 0 8
"d" G, VW 0 8 8
Testigos-Controls 4 3 8

*

IKM =
** VW =

indice K modificado

virus vivo modificado

modified K index
modified live virus
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CUADRO 3 - TABLE 3
Valores del: IKM, ISP, ISN y % proteccién a la generalizacidn

obtenidos en bovinos vacunados con dos vacunas diferentes y
comprobados con la cepa C, Resende

Values of: MKI, SPI, SNI and % of protection to generalization,
obtained from cattle vaccinated with two different vaccines
and challenged with strain C; Resende

Vacuna-Vaccine IKM* %PG ISp** ISN**
"a" C, BHK 0.03 0 0.51 0.92
"e" C, Frenkel 39.37 75 2.22 2.33

* . . .
Media acumulativa. - Accumulative average.

* % . . . R
Media geométrica - Geometrical average,

CUADRO 4 - TABLE 4

Valores de: % P.L., % P.G., ISP e ISN obtenidos en bovinos vacunados
con & vacunas diferentes y comprobados con la cepa C, Resende

Values of: % P.L., % P.G., SPI and SNI obtained from cattle vaccinated
with four different vaccines and challenged with strain C; Resende

Vacuna-Vaccine %PL* %PG* Isp** ISN**
"a" C4 BHK 0] o 0.51 0.92
"b" C4 NIL 0 0o 0.33 0.73
"e" C3 Frenkel 62.5 75 2.22 2.33
"d" C3 VW 62.5 100 3.28 3.97

* %PL = % proteccién local - % local protection.

%PG = %'proteccién general - % general protection.

**Media

geométrica

- Geometrical average.

CUADRO 5 - TABLE 5
Valores de: % P.L., % P.G., ISP e ISN obtenidos en bovinos vacunados
con 4 vacunas diferentes y comprobados con la cepa C, Tierra del Fuego
Values of: % P.L., % P.G., SPI and SNI obtained from cattle vaccinated
with four different vaccines and challenged with
strain C, Tierra del Fuego

Vacuna-Vaccine %PL* %PG* ISp** I SN**
"a" C, BHK 62.5 75 1.06 2.78
"b" C, NIL 50 87.5 0.96 2.17
"c" C; Frenkel |  12.5 62.5 0. 26 0.68
"d" C; VWM 62.5 75 0.88 2.22
* 9PL = % proteccién local - % local protection.

%PG = % proteccidn general - % general protection.

**Media geométrica

- Geometrical average.
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CUADRO 6 - TABLE 6

Relaciones (r) y Parentesco (R) entre las cepas C, Resende y
C, Tierra del Fuego establecidos mediante los ISP

Connections (r)and Parentage (R) established between strains
C; Resende and C, Tierra del Fuego through SPI

Cepa - Strain

ISp* r R
Vacuna - Vaccinel Comprobacién-Challenge

C, Tierra del Fuego | 0.57
3 C; Resende 2.75
C; Resende 0.42
C, Tierra del Fuego | 1.0l

C 0.20

28

C

4 0.41

* . . . .
Media geométrica - Geometrical average.

CUADRO 7 - TABLE 7
Relaciones (r) y Parentesco (R) entre las cepas C4 Resende y
C, Tierra del Fuego establecidos mediante los ISN

Connections (r)and Parentage (R) established between strains
C, Resende and C, Tierra del Fuego through SNI

Cepa - Strain

* R
Vacuna - Vaccine Comprobacién-Challenge TSN T
C, Tierra del Fuego | 1.45
c, 4 g | 0.46
C3 Resende 3.09
38
C, Resende 0.82
c, 3 7¢ 0.33
C4 Tierra del Fuego | 2.47
* Media geométrica - Geometrical average.

CUADRO 8 - TABLE 8
Relaciones (r) y Parentesco (R) entre las cepas C; Resende y
C, Tierra del Fuego establecidos mediante tftulos de FCy,

Connections (r)and Parentage (R) established between strains
C, Resende and C, Tierra del Fuego through CF,, titers

Cepa - Strain Tit.FC R
Suero hi ri : . : r
R1pe0ihatas 10000 | Aneigenochucigen |Tit.crig
' C, Tierra del Fuego 100
C, 4 & 0.16
: C3 Resende 600 10
C3 Resende 40
C 0.06
4 .
C, Tierra del Fuego 600
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FIGURA 1

Resultados de la comprobacidn con la cepa C; Resende del virus aftoso
en bovinos inoculados con 4 vacunas diferentes, y en testigos
Results of challenge with foot-and-mouth disease virus

strain C; Resende in cattle vaccinated with

4 different vaccines and in controls

"non . nbn
a
Vacuna C4 BHK Vacuna C4 NIL
I1sP| L P 1sN|  |isP{L P ISN
0.3 X[ XX X| X|1.2 ool XIXI|X|X[|XPp.2
b.al X | X| X[ X|X]1.2 0.8 X1 XXX X p.5
oal X P X XIX X111 o.ol X | XXX 11X PpP.5
h.ol X | X1 XXX 1.2 o. U XXX |X|XP.5
LgX | xi{X|xjxl.1 0.7 X | X | X |X |X P.9 ISH L P 1SN
oalx Ix Ix[x x| P2fx [X|X]|X]|XPp1 0.3X | XIx|x|X]o.s
oalx [x Ix [x[xuol poof XXX [X|*P2 odx Ixix|x{xp.7
nen g o x | x| x|{x|Xp.s
Vacuna C, Frenkel Vacuna Cj VWM o.olx IxIx|x|xho
1SP| L P T SN ISP| L P 1SN 0.0lX | XXX |X Pp.7
4.0 3.6 2.3 : 3.1 o.olXx | X (XXX lo
2.2 3.0 1.81 X 3.5 o.olX | X 1X |[X (X
o.d X XIX|X|Xb.1 4.1 4.2
h.g X | XX XX L9 2.31 X 3.7
4.0 3.0 5. 1 4.5
1.7] X 2.0 1.0 X 3.1
2.6 3.1 4.6 4.5
2.5 2.0 5.1 5.2
L = Lengua - Tongue X | Lesién - Lesion
P = Patas - Hooves Ausencia de lesion
Absence of lesion

ISP = Indice de seroproteccién ISN = Indice de seroneutralizacién

Ser o-protection index Sero-neutralization index



19

FIGURA 2

Resultados de la comprobacidn con la cepa C, Tierra del Fuego del
virus aftoso en bovinos inoculados con 4 vacunas diferentes
y en testigos

Results of challenge with foot-and-mouth disease virus
strain C, Tierra del Fuego in cattle vaccinated with
4 different vaccines and in controls

oy vy
Vacuna C, BHK Vacuna C4 NIL
ISH L p 1SN SP| L P [ SN
1.2 2.9 D. 6 2.5
1.2 3.7 0.8] X 1.7
1.8 3.7 D. 8 ‘1.2
0.7 3.0 D. 8 2.1
1.4 2.1 1.0 2.2 TESTIGOS
0.5 X 2.1 1.0 2.1 ISP| L P [ SN
1.2 2.7 1.7 2.3 0.5l X | x| 1.0
0.5 2.1 1.0 2.7 .71 X X1 X .0
e v ngn .5 X | X X|Xlo.2
Vacuna C, Frenkel Vacuna C; VVM b.ol X | X X lo.o
Tise[ @ P 1sM |1sP| L P SN 1.0f 1.1
ool x I x| xIx | Xlo.gd Jo.of |X}]X D, 2 1.0jX | X 0.3
0. 6 1.4 0.2 b.C P-0 X | X|Xp!t
0.1 0.7 1.8 8.7 af XX |X|Xp.e2
0. 1 0.1 1.2 2.2
0.4] X | X 0.9 1.1 2.7
0.2] X 0. 9 0. 7 1.7
0.2} X 0. 0.7 1.2
0. 5 0.7 1.2 2.1
L = Lengua - Tongue X Lesién - Lesion
P = Patas - Hooves Ausencia de lesién
Absence of lesion
ISP = Indice de seroproteccidn ISN = Indice de seroneutralizacién

Sero-protection index Sero-neutralization index
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