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LA VACUNACION DE BOVINOS JOVENES
CON UNA VACUNA ANTIAFTOSA DE ADYUVANTE OLEOSO*

Paulo Augé de Mello!, Ivo Gomes®, Hans G. Bahnemann!

RESUMEN

Bovinos jovenes con edades entre algunos me-
ses y un aiio fueron vacunados con una vacuna an-
tiaftosa de adyuvante oleoso. Se estudid la res-
puesta inmunitaria con relacién a la edad del ani-
mal, la presencia de anticuerpos calostrales y varios
esquemas de vacunacion,

Todos los animales nacidos de vacas vacuna-
das con una vacuna de adyuvante oleoso tuvieron
niveles protectores de anticuerpos calostrales por
lo menos durante dos meses. La primovacunacion
de estos terneros a los dos meses ¢ un poco més
tarde produjo una inmunidad protectora en més
de la mitad de los animales. La revacunacion de los
animales produjo una inmunidad protectora por
seis meses 0 més.

L a variacién del esquema de vacunacién mostrd
que los animales revacunados entre 30 y 180 dias
después de la primovacunacién tuvieron una res-
puesta inmunitaria similar y duracion de protec-
cion. Por lo tanto, un ciclo de revacunacién de seis
meses es suficiente para proteger animales jovenes
de este grupo de edad.

Los programas de control de la fiebre aftosa
que utilizan vacuna con adyuvante oleoso deberian
incluir la vacunacion de terneros de edad temprana
vy la revacunacién entre dos y seis meses después,
para entrar en el sexto mes del ciclo de vacunacion
de animales con menos de dos aios de edad.

* Presentado en el: Simposio Internacional sobre Fiebre
Aftosa. Ankara, Turquia, 6-8 junio 1989.

! Centro Panamericano de Fiebre Aftosa {PANAFTOSA,
HPV/OPS/OMS), Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janei-
ro, RJ, Brasil.

INTRODUCCION

En los programas nacionales o regionales de
vacunacion para el control de la fiebre aftosa (FA),
la vacuna generaimente es aplicada en bovinos de
més de cuatro meses de edad. Este esquema de
vacunaciéon es usado suponiendo que los terneros
menores de cuatro meses de edad aln tienen anti-
cuerpos calostrales, lo que interfiere en la inmuni-
zacion por vacunacion.

Aunque la vacunacion y la proteccion de anima-
les jovenes contra la FA es una parte importante
de las medidas de control, frecuentemente discuti-
das en reuniones, solo se encontraron algunas
publicaciones en la literatura sobre este asunto. En
1960, Van Bekkum(11) informd que niveles bajos
de anticuerpos calostrales pueden inhibir la res-
puesta inmunitaria producida por la vacunacion.
Mackoviak et al. (8) estudiaron la duracion de la
inmunidad en terneros entre 3-6 v 6-9 meses de
edad. Encontraron que la inmunidad en los anima-
les primovacunados menores de seis meses de edad
era de corta duracion (30 a 60 dias) y recomenda-
ron realizar por lo menos una revacunacion.
Muntiu et al. (9) utilizaron animales de seis meses
y de 12 meses de edad. Los resultados indicaron
que los animales de seis meses vacunados con una
tnica dosis de vacuna estaban inmunizados solo
por dos meses. Si hubiesen sido revacunados a los
14 dias posvacunacion (DPV), la inmunidad seria
extendida a ocho meses.

En un estudio de vacunacidon con una vacuna
de adyuvante oleoso, Augé de Mello et al. (1)
vacunaron terneros entre 5 y 7 meses de edad y
encontraron que después de una aplicacion la pro-
teccion contra los virus O y C llegd a nueve meses
y contra el virus A hasta los 12 meses.

Durante estudios de inmunizaciéon de bovinos
con vacuna antiaftosa de adyuvante oleoso, la
aplicacion de esta vacuna fue investigada mas
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extensamente. El estudio fue dividido en dos par-
tes: en la primera se investigo el efecto de los anti-
cuerpos calostrales sobre la respuesta anamnéstica
a la revacunacion; y en la segunda parte se estudio
el nivel de duracién de la inmunidad en terneros
después de la revacunacion a diferentes intervalos
después de la primovacunacion.

MATERIALES ¥ METODOS

Los terneros utilizados en estos experimentos
estaban en un establecimiento oficial, que no te-
nfa historia de ocurrencia de FA por muchos afios
y que habia cooperado con el Centro Panamerica-
no de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA]} durante algu-
nos afios en la prueba de una vacuna antiaftosa con
adyuvante oleoso. Los animales en este estableci-
miento eran bovinos de carne de alta calidad.

Todos los bovinos entre 4-6 meses de edad fueron .. . ., . .
cidbn contra la infeccion de los virus O y A, casi

vacunados regularmente con vacuna de adyuvante
oleoso preparada por PANAFTOSA (1).

La vacuna antiaftosa trivalente (antigenos O, A . , L
{ g i les, entre 61-120 dias de edad, esta proteccion

y C) fue preparada de virus de la FA (VFA) desa-
rrollado en cultivo de tejidos, inactivado con un
inactivante de primer orden y con adyuvante que
consistia de aceite mineral y un emulsificante.
La vacuna fue aplicada en la dosis de 5 ml via
intramuscular (cerca de dos cm de profundidad) en
el tercio superior de cuello {2).

Los terneros usados en &l estudio de anticuer-
pos calostrales habian nacido de vacas vacunadas
regularmente con una vacuna antiaftosa de adyu-
vante oleoso. Las muestras de suero fueron toma-
das de estos animales un dia después de la inges-
ti6n del calostro, antes de la vacunacion, a los 105
DPV vy a los siete dias después de la revacunacion
(DPR). Los niveles de anticuerpos fueron determi-
nados por la prueba de seroproteccion en ratones
lactantes (3) contra el virus vacunal homélogo de
las cepas O; Campos, A Venceslau y C; Indaial
(6).

Los estudios de duraciéon de inmunidad después
de la revacunacion fueron hechos en animales se-
leccionados de una poblacion de 150 terneros.
Fueron seleccionados al azar 18 animales para de-
terminar el estado inmunitario de la poblacioén.
Después, grupos de 16 animales cada uno fue-
ron revacunados a los 30, 60, 90 vy 180 dias des-

|
!
l

pués de la primovacunacion a los 4-6 meses de
edad y fueron sangrados a la revacunacion y a in-
tervalos de dos meses (Fig. 1). Los titulos de neu-
tralizacion de las muestras de sueros fueron deter-

minados en pruebas de microplacas con células
BHK (4).

. RESULTADCS

En un estudio de anticuerpos calostrales en ter-
neros, se vacund un total de 31 animales con va-
cuna antiaftosa de adyuvante oleoso. La distri-
bucién por edad de esos animales a la revacunacion
y los niveles de anticuerpos calostrales se muestran
en el Cuadro 1.

Mientras que en el grupo de animales de hasta
60 dfas de edad todos los animales tenian niveles
de anticuerpos calostrales que indicaban protec-

todos los animales también estaban protegidos
contra el virus C. En el grupo siguiente de anima-

por anticuerpos calostrales cayé por debajo del
50%Yy en el tercer grupo, 121-170 dfas, no estaban
protegidos por dichos anticuerpos {ver Cuadrot)}.
Los animales con niveles de anticuerpos calos-
trales protectores y vacunados entre los seis y 60

' dias de edad tuvieron muy poca proteccion a los

105 DPV.{5). Sin embargo, a !a revacunacion a los
105 DPV la mayoria de los animales mostré pro-
teccion contra los virus Ay C. La proteccion con-
tra el virus O aln era baja. Esto talvez se debid
al contenido del antigeno de virus O en esta vacu-
na en particular.

CUADRO 1. Niveles de anticuerpos calostrales que indi-
can proteccion en terneros de diferentes grupos de edad

Edad de los Anticuerpos calostraies?
animales Virus de la fiebre aftosa
{Dfras) Total (o] A C
6-60 7 777 717 6/7
61-120 1 5/11 5/11 5/11
121170 13 0/13 1/13 0/13
a = ISP >2,0.
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FIGURA 1. Esquema de revacunacion de bovinos jovenes
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En el grupo de animales vacunados a los 61-120
dfas de edad, la respuesta inmunitaria a los 105
DPV miostré que més de la mitad de los animales
estaban protegidos contra los virus A y C, y que
ja proteccion contra el virus O ain permanecia
baja. Después de la revacunacion de estos anima-
les, la proteccion se elevd a mas de 80% contra
los tres tipos de virus usados en la vacuna.

El grupo de animales vacunados entre 121-170
dias de edad, y que practicamente no tenian anti-
cuerpos calostrales, mostr6 una buena respuesta
inmunitaria a los 105 dias después de la primova-
cunacion contra los virus A y C y una baja respues-
ta contra el virus tipo O. Esto mismo ocurrio en
el grupo anterior. Después de la revacunacion a los
105 dias, todos los animales tenian niveles de anti-
cuerpos de proteccion a los 7 DPR. Los resultados
se dan en el Cuadro 2.

En un estudio de duracion de inmunidad des-
pués de la revacunacion, el nivel y persistencia de

anticuerpos calostrales fueron comparables a los
encontrados en la primera parte del estudio (Fig.
2}. El nivel y persistencia de anticuerpos séricos en
animales de los diferentes grupos de revacunacion
fue muy similar, como se puede ver en {a Fig. 3.
Los animales tenian niveles de anticuerpos protec-
tores por lo menos durante un aflo 0 mas después
de la revacunacion.

DISCUSION

Las publicaciones anteriores sobre vacunacién
de animales jovenes se referfan a la aplicacion de
vacuna de hidroxido de aluminio estandar. Con
esta vacuna realmente parece dificil inmunizar ter-
neros de mas de seis meses de edad con una Unica
vacunacion (7).
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CUADRO 2. Respuesta inmunitaria en terneros con anticuerpos calostrales después de la primovacunacién y revacuna-

cién con una vacuna antiaftosa de adyuvante oleoso

Respuesta? a la primovacunacién

Respuestad a la revacunacién

Dfasde edad a la _alos 106 DPVb a los 7 DPRC
vacunacion , (o] A Cc (o] A C
6-60 117 2/1 2/7 2/7 6/7 6/7
61-120 3/11 6/11 6/11 8/11 9/11 10/11
121170 3N3 9/13 9/13 13/13 13/13 13/13
a = ISP »2,0.
b = Dfas posvacunacion,
¢ = Dias posrevacunacion,

FIGURA 2. Persistencia de anticuerpos calostrales
obtenidos de vacas vacunadas con una vacuna
antiaftosa de adyuvante oleoso
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Con la apllcacuon de vacuna con adyuvante
oleoso el panorama fue diferente. Esta vacuna no
inmunizd6 muy bijen los terneros menores de dos
meses de edad con una Gnica aplicacion. A esta
edad la mayoria de los animales aln tenian eleva-
dos niveles de anticuerpos calostrales. Si estos

animales hubijesen sido revacunados a los 5-6 meses
de edad {105 DPV en el experimento), la mayoria
de ellos estaria protegida contra los tipos A y C del
VFA. La baja proteccion contra el virus O debe
haber sido debido a la cantidad de antigeno usado
en esta vacuna en particular. ’

- La vacunacion de los terneros entre 2-4 meses
de edad también resulté en la proteccion de mas
de la mitad de los animales. La revacunacion a
los 3,56 meses mas tarde, asto es, a la edad de
6-8 meses, protegio cerca del 90% de los animales.

Los terneros primovacunados entre 4-6. meses
de edad también estaban protegidos después de
esta Gnica vacunacion. La revacunacion a los 3,5
meses mas tarde resulto en la proteccion de todos
los animates.

Los resultados muestran que la aplicacion de
una vacuna antiaftosa de adyuvante oleoso produ-
ce una mejor inmunizacién en los terneros a una
edad temprana, cerca de dos meses. En la revacu-
nacién, la mayotia de los animales tenian anticuer-
pos protectores contra los tres tipos de VFA usa‘
dos en la vacuna.

Después de estos resultados fue interesante es-
tudiar el efecto del intervalo entre la primovacuna-
ciéon y la revacunacién para una respuesta inmuni-
taria de mayor duracibn.

El esquema de revacunacion fue aplicado a los
30, 60, 90 y 180 dias después de la primovacuna-
cion (Fig. 1). Como indican los resultados en la
Fig. 3, no hubo diferencia entre los diversos pe-
riodos de revacunacion pues cada grupo de los
varios-esquemas tenia niveles de anticuerpos pro-
tectores por lo menos por un afio o mas.
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FIGURA 3. Virus de la fiebre aftosa O; Campos. Niveles de anticuerpos de sueros

a diferentes esquemas de revacunacién
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Este es un resultado interesante e importante.
Significa que terneros pueden ser vacunados a los
dos meses, cuando los niveles de anticuerpos ca-
lostrales en muchos animales caen por debajo de
los valores protectores. De esa forma los animales
pueden ser revacunados entre los dos y seis meses
de edad para entrar en el cicio del sexto mes de
vacunacion, que es el recomendado para bovinos
menores de dos afios de edad. Asi, el nimero de
animales no protegidos en la poblacion bovina
puede ser reducido considerablemente, lo que da
una mejor proteccion contra la entrada del VFA

en un rebafio a través de animales susceptibles. Es-

tos resultados son similares a los encontrados por
Sadir et al. {10), los cuales muestran que en areas
endémicas donde el ganado adulto es vacunado pe-
ribdicamente, la vacunacién de terneros entre 30 y
60 dias posparto con vacuna de adyuvante oleoso
podria producir altos niveles de proteccion del
rebafio.
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THE VACCINATION OF YOUNG CATTLE WITH AN
OIL ADJUVANT FOOT- AND - MOUTH DISEASE VACCINE”

Paulo Augé de Mello', Ivo Gomes®, Hans G. Bahnemann'

SUMMARY

Young cattle ranging in age between a few
months and one year were vaccinated with an cil
adjuvant foot-and-mouth disease vaccine and
their immune response studied in relation to the
age of the animal, the presence of colostral anti-
bodies and to several vaccination schedules.

All animals born from dams vaccinated with
an oi! adjuvant vaccine had protective colostral
antibody levels for at least two months. Primo-
vaccination of these calves at two months or a
little later produced protective immunity in more
than half the animals. Revaccination of these
animals induced protective immunity for six
months or more.

A variation of the vaccination schedule showed
that animals revaccinated from 30 to 180 days
after primovaccination had a similar immune
response and duration of protection. A revac-
cination cycle of six months for young animals
therefore is sufficient to provide protection for
animals of this age group.

Foot-and-mouth disease control programs
which apply oil adjuvant vaccine should include
vaccination of calves at an early age and revac-
cination between two and six months later in
order to enter into the six month vaccination cycle
for animals under two years of age.

* presented at: International Foot-and-Mouth Disease
Symposium. Ankara, Turiay, 6-8 June 1989.

1 pan American Foot-and-Mouth Disease Center

(PANAFTOSA, HPV/PAHO/WHO), Caixa Postal 689,
20001 Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

INTRODUCTION

In national or regional vacciration programs
for the control of foot-and-mouth disease {FMD)
the vaccine is usually applied in cattle older than
four months. This vaccination scheme is used
under the assumpticn that calves less than four
months old still have colostral antibodies which
interfere with the immunization.

Although the vaccination and protection of
young animals against FMD is an important
part of the control measures and is often discus-
sed at meetings, only a few publications can be
found in the literature on this subject. In 1960
Van Bekkum reported (11) that even low levels
of colostral antibodies can inhibit the immune
response induced by vaccination. Mackowiak
et al. (8) studied the duration of immunity in
calves between 3 to 6 and 6 to 9 months. They
found the immunity in primovaccinated animals
less than six months old to be of a short duration
{30 to 60 days) and recommended at |east one
revaccination. Muntiu etal. (9) used animals of
6 months and of 12 months of age. Their results
indicated that animals six months old at vaccina-
tion could be immunized only for two months
with a single dose of vaccine. If they were revac-
cinated at 14 days post vaccination (DPV) their
immunity could be extended to 8 months.

In a study of the application of an oil adjuvant
vaccine Augé de Mello etal. (1) vaccinated calves
between 5 and 7 months and found after one vac-
cination protection against O and C viruses for as
long as 9 months and against virus A for as jong
as 12 months.

During studies on the immunization of cattle
with an oil adjuvant FMD vaccine the application
of this vaccine in young cattle was investigated
further. The study was divided into two parts.
In the first part the effect of colostral antibodies
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on the anamnesti: response upon revaccination
was investigated. The second part studied the
level and duration of immunity in calves after
revaccination at different intervals after primo-
vacdination.

MATERIALS AND METHODS

The calves used in these experiments were on
a government farm, which had no record of FMD
for many years and had cooperated with the
Pan American Foot-and-Mouth Diseas: Center
(PANAFTOSA) for some years in the field test-
ing of oil adjuvant FMD vaccine. The animals
on this: farm were high quality crossbred beef
cattle. All cattle over 4 to 6 months of age were
regularly vaccinated with an oil adjuvant vaccine
prepared by PANAFTOSA (1).

The oi! adjuvant trivalent (O, A and C antigens)
FMD vaccine was prepared from tissue culture
grown FMD virus, inactivated with a first-order
inactivant, and adjuvant, consisting of mineral
oil and an emulsifier. The vaccine was applied
in 2 5 ml dose intramuscularly (about two cm
deep) on the upper third of the neck (2).

The calves used in the study of colostral anti-
boedies were born from dams vaccinated regularly
with an oil adjuvant FMD vaccine. Serum samples
were taken from these animals one day after
ingestion of colostrum, prior to vaccination,
at 105 DPV and seven days after revaccina-
tion (DPR). The antibody levels were deter-
mined by the mouse protection test in suckling
mice {3) against the homologous vaccine virus
strains O; Campos, A Venceslau and C; Indaial
(6).

The studies of the duration of immunity
after revaccination were done in animals selected
from a population of 150 calves. Serum samples
from a random sample of 18 animals were taken to
determine the antibody levels of the group. Later
groups of 16 animals were revaccinated at 30, 60,
90 and 180 days after primovaccination at 4 to 6
months of age and were bled at revaccination and
at two month intervals thereafter as given in Fig.
1. The neutralization titers of the serum samples
were determined in a microplate assay with BHK
cells (4).

RESULTS

In the study of calves with colostral anti-
bodies a total of 31 animals were vaccinated
with an oil adjuvant FMD vaccine. The age dis-
tribution of these animals at vaccination and
their colostral antibody leve!s are given in Table 1.

While in the group of animals of up to 60 days
after birth all animals had colostral antibody
levels indicating protection against infection
for viruses O and A, nearly all animals were also
protected against virus C. In the foilowing group
of animals, between 61 and 120 days of age,
this protection by colostrai antibodies had fallen
below 50% and the third age group, between 121
to 170 days, was no longer protected by such

‘antibodies (see Table 1).

Animals vaccinated between 6-60 days of age
with protective levels of colostral antibodies
had very little protection at 105 DPV (5). How-

“ever, upon revaccination at 105 DPV most animals

were protected against viruses A and C. The pro-
tection against virus O was still low. This may have
been due to the antigen content of the O virus
in this pariicular vaccine.

In the group of animals vaccinated 61 to 120
days of age, the immune response at 105 DPV
showed that more than half the animals were pro-
tected against viruses A and C; the immune re-
sponse to the O virus again being lower. After re-
vaccination of these animals the protection rose to
more than 80% of these animals against the three
virus types used in the vaccine.

TABLE 1. Colostral antibody levels indicating protection
in calves of different age groups

Colostral antibodies?

Animal age FMDV
{Days) Total o] A C
6-60 7 /7 777 6/7
61-120 1" 5/11 5/11 5/11
121170 13 0/13 1/13 0/13
a = MP! »2.0,
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FIGURE 1. Revaccination schemes of young cattle
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The group of animals vaccinated between 121
and 170 days of age and which had practical-
ly no colostral antibodies showed a good immune
response at 105 days after primovaccination
against A and C viruses and a low response against
the O virus. This is the same picture as in the
previous group. After revaccination at 105 days
all of the animals had protective levels of anti-
bodies at seven DPR. The results are given in
Table 2.

In the study of duration of immunity after
revaccination the level and persistence of colostral
antibodies was comparable to those found in
the first part of the study (Fig. 2). The level
and persistence of serum antibodies in animals
of the different revaccination groups were very
similar, as can be seen in Fig. 3. The animals
had protective levels for almost one year or more

ar revaccination.

AS ON D J FMAWM

DISCUSSION

The earlier publications on vaccination of
young cattle referred to the application of the
standard aluminum hydroxide vaccine. With
this vaccine it indeed appears to be difficult
to immunize calves of less than six months with
a single vaccination (7).

With the application of an oil adjuvant FMD
vaccine the picture was different. This vaccine
did not immunize too well calves under two
months of age with a single vaccination. At this
age most of the animals still had high levels of
colostral antibodies. However, if these animals
were revaccinated at 5 to 6 months of age (105
DPV in the experiment) almost all of them were
protected against the A and C viruses. The low
protection to the O virus may have been due to
amount of antigen in this particular vaccine.



12

Bol. Centr. Panam Fiebre Aftosa 55

TABLE 2. Immune response in calves with colostral antibodies after primovaccination and revaccination with an oil

adjuvant foot-and-mouth disease vaccine

Responsedprimovaccination

Responsedrevaccination

Vaccinated at at 105 DPVb : at 7 DPR®
days of age (o] A Cc (0] A o]
6-60 117 2/7 2/7 2/7 6/7 6/7
61-120 3/ 6/11 6/11 8/11 9/11 10/11
121170 3/13 9/13 9/13 13/13 13/13 13/13
a = MPI >2.0. , .
b = pays post vaccination.
¢ = Days post revaccination.
FIGURE 2. Persistence of colostral antibodies Calves primovaccinated between 4 and 6

obtained from dams vaccinated with an oil ad-
juvant foot-and-mouth disease vaccine
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The vaccination of calves between 2 and 4
months already resulted in the protection of
more than half of the animals. Revaccination 3.5
months later, i.e. at the age of 6 to 8 months
protected about 90% of the animals.

months were to a large extent already protected
after this one vaccination. Revaccination 3.5
months later resulted in the protection of all
the animals.

The results show that application of an oil
adjuvant FMD vaccine allows a better immuniza-
tion of calves at an earlier age, from about two
months on. On revaccination most of the animals
have protective antibody levels against the three
types of FMD viruses in the vaccine.

After these results it was of interest 1o study
the effect of the interval between primovaccina-
tion and revaccination for an immune response
of longer duration.

The revaccination scheme applied was 30,
60, 90 and 180 days after primovaccination
(Fig. 1. As the resuits in Fig. 3 indicate, there
was no difference between the different revac-
cination periods, as each group of the different
schemes had protective antibody leveis for almost
a year or longer.

This is an interesting and important result.
It means that calves can be vaccinated at about
two months, when the colostral antibody level
in many animals falls below protective values.
They then can be revaccinated between two and
six months of age in order to enter into the six
month vaccination cycle, which is recommended
for cattle under two years of age. In this way the
number of unprotected animals in the cattle
population can be reduced considerabiy which
gives a better protection against an entry of
FMD virus into a herd through susceptible animals.
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FIGURE 3. Foot-and-mouth disease virus O

different revaccination schemes
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Thes2 results are similar to those found by Sadir
et al. (10), which showed that in endemic areas,
where the adult cattle population is vaccinated
with oil adjuvant vaccine periodically, the vac-
cination of 30-60 days old calves could induce
high protective levels in the herd.

REFERENCES

1.

AUGE DE MELLO, P, ASTUDILLO, V., GOMES, |.,
CAMPOS GARCIA, J.T. Field application of inact-
ivated oil adjuvanted foot-and-mouth disease virus
vaccine: vaccination and revaccination of young cattle.
Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 19-20:39-47, 1975.
AUGE DE MELLO, P., ASTUDILLO, V., GOMES, 1.,
CAMPOS GARCIA, J.T. Respuesta inmunitaria de bo-
vinos adultos vacunados contra la fiebre aftosa con va-
cuna oleosa. Immune response of adult cattle vac-

cinated with oil adjuvanted foot-and-mouth disease
vaccines. Bo/. Centr. Panam. Fiebre Aftoss, 26:23-29,
1977. :

. CUNHA, R.G., BAPTISTA Jr, J.A,, SERRAO, UM.,

TORTURELLA, 1. E|l uso de los ratones lactantes en
la evaluacién de {os anticuerpos contra el virus de la
fiebre aftosa y su significacién inmunoldgica. Gac.
Vet., 19(10):243-267, 1957.

. FERREIRA, M.E.V. Microtiter neutralization test for

the study of foot-and-mouth disease antibodies. Bo/.
Centr. Panam. Fiebre Aftoss, 21-22:21-24, 1976.

. GOMES, |. Observations on the influence of colostral

antibodies on the anamnestic response of calves re-
vaccinated against foot-and-mouth disease. Bo/. Centr,
Panam. Fiebre Aftosa, 49-50; 23-26, 1984.

. GOMES, |., ASTUDILLO, V.M. Foot-and-mouth dis-

ease: evaluation of mouse protection test results in
relation to cattle immunity. Bol. Centr. Panam. Fiebre
Aftosa, 17-18:9-16, 1975.

. HONIGMAN, M.N,, GOMES, |,, ABREU MARTINS,

1. de, LOMBARDO, R.A, Persistencia en terneros de la
inmunidad postvacunal contra el virus aftoso. Bol.
Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 2:12-20, 1971,



14

Bol. Centr. Panam Fiebre Aftosa 55

CAMAND, R., PETERMANN, H.G. Etude de Ia durée
de I'immunité conférée par le vaccin anti-aphteux aux
jeunes bovins. Bull. off. Int. Epiz., 57(5-6):937-948,
1962.

MUNTIU, N., DUMITRESCU, A., DOHOTARU, V.,

1.

NEGRUTIU, T. Durée de I'immunité post-vaccinale - k

contre la figvre aphteuse par rapport & |'dge des ani-
maux a la dose de vaccin et 3 la répétition de la vacci-
nation (effet de rappel). Bull. off. Int. Epiz., 77{5-6):
771-787,1972. o

8. MACKOWIAK, C., FONTAINE, J;, LANG, R‘., 10. SADIR, AM,, SCHUDEL, A.A., LAPORTE, O. Re-

sponse to foot-and-mouth disease vaccines in new-
born calves. Influence of age, colostral antibodies
and adjuvants. Epidem. Inf., 100{1)}:135-144, 1988.

Van BEKKUM, J.G. A serological anslysis of the
results of the Dutch foot-and-mouth disease controi
program. Bull. off. Int. Epiz., 54:371-377, 1960.



Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa 55: 15-19, 1989 15

APLICACION DE LA TECNICA INMUNOENZIMATICA (ELISA)
PARA EL DIAGNOSTICO DE LOS VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA Y
ESTOMATITIS VESICULAR EN COMPARACION CON LA
PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO

M.P.D. Gomes®, M.S. Sondahl*, M.A. Martins®,
R. Casas Olascoaga®, A. Alonso F.}

RESUMEN

Se ha comparado la técnica inmunoenziméti-
ca {ELISA) “sandwich” indirecta con la prueba
de fijacion del complemento 50% (FCs,) para
detectar los serotipos O, A y C del virus de la
fiebre aftosa (VFA) y New Jersey (NJ) e indiana
(IND) del virus de la estomatitis vesicular (VEV).
Para las cepas O, A, C e IND se usaron antisue-
ros polivalentes como detectores y para las ce-
pas NJ fueron utilizados antisueros monovalen-
tes. La prueba de ELISA mostr6 ser un procedi-
miento méas satisfactorio para identificar VFA y
VEV en muestras de epitelios de animales
afectados por enfermedad vesicular.

INTRODUCCION

El virus de la fiebre aftosa (VFA) es un
Picornavirus que ocasiona una enfermedad vesi-
cular en animales de pezufia hendida. El virus
de la estomatitis vesicular (VEV) es un Rhabdo-
virus que también produce una enfermedad ve-
sicular en equinos, bovinos y porcinos. E} VFA
tiene siete tipos serologicos distintos y de éstos
los serotipos O, A y C, incluyendo varios subti-
pos son prevalentes en América del Sur (2). La
EV es producida por los serotipos NJ e IND,
que incluye los subtipos IND-1, IND-2 e IND-3
{8). Los serotipos NJ e IND son identificados

! Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA,
HPV/OPS/OMS), Caixa Postal 589, 20001 Rio de Ja-
neiro, RJ, Brasil.

en las areas endémicas de EV (sur de los Estados
Unidos de América, México, América Central,
Panam4, Colombia, Ecuador, Perii y Venezuela).
El subtipo IND-2 es aislado esporadicamente en
Argentina y Brasil y el subtipo IND-3 solo en
Brasil. Ambas enfermedades son clinicamente
indistinguibles en bovinos y porcinos (6).

La tipificacion de los VFA y VEV en Amé-
rica del Sur se realiza por la prueba de fijacién
del complemento 50% (FCs,) usando antisue-
ros poli y monovalentes (1). La técnica inmuno-
enzimatica (ELISA) ha probado ser mas eficiente
que la prueba convencional de FC para identifi-
car VFA (9, 12) y VEV (10).

En este estudio se compara el uso de antisue-
ros polivalentes en las pruebas de ELISA y FCsy
para identificar los serotipos O, Ay Cdel VFAy
NJ e IND del VEV prevalentes en América del
Sur.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de campo y de referencia: Fueron
reexaminadas un total de 291 muestras de
epitelio de bovinos, equinos y porcinos, envia-
das al Laboratorio de Referencia para las Amé-
ricas/Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(PANAFTOSA) por los paises de las Américas
del Sur y Central entre 1952 y 1989 y conser-
vadas a -209C en solucion buffer fosfato (PBS)
con 50% de glicerina. Las muestras fueron re-
examinadas por FCso y analizadas por primera
vez por la prueba de ELISA. Para el examen se
preparé una suspension de 20% en PBS de las
muestras epiteliales.

Las suspensiones de cultivos de células BHK
(11) infectadas por VFA y VEV del cepario de
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PANAFTOSA (2, 3) que incluian: 29 del tipo
O; 60 del tipo A; 21 del tipo C; 4 del tipo NJ;
4 del subtipo IND-1; 5 del subtipo IND-2 y 4

del subtipo IND-3 también fueron examinadas

por las pruebas de ELISA y de FCs.

Antisueros para las pruebas de ELISA y de
FCsq: Antisueros de conejo para captura en
ELISA fueron preparados por la inoculacion de

antigeno 146S inactivado de los VFA Q; Cam--

pos-Br/58, A,4 Cruzeiro-Br/85 o C; Indaial-Br/
71 obtenidos en células BHK. Para los antisueros
de VEV, los animales fueron inmunizados con los
subtipos NJ Costa Rica/66, IND-1 Costa Rica/72,
IND-2 Ribeirdo-Br/79 o IND-3 Agulhas Negras-
Br/86 pasados en células IBRS-2 (7). Las inmuni-
zaciones fueron realizadas de:acuerdo con el mé-
todo descripto (12). E| suero de captura para los
serotipos IND fue una mezcla de los sueros mo-
novalentes de conejo IND-1, IND-2 e IND-3,
mientras que los sueros de captura para los sero-
tipos O, A, C y NJ fueron antisueros monovalen-
tes de conejo.

Los anticuerpos detectores para los serotipos
O, A, C e IND usados en las pruebas de ELISA y
FCso fueron antisueros polivalentes producidos
en cobayos con virus infeccioso adaptado a esta
especie. El esquema de inmunizacion fue seme-
jante al descripto previamente {(4).

Para la preparacion de antisueros polivalentes
se usaron las siguientes cepas: para el tipo O, O,
Campos-Br/58, O, Caseros-Br/67, O, Brescia-
ltalia/47, O; Venezuela/51, O¢ UK/24, Os
Bahia-Br/60, O Magdalena-Col/78, O MS-Br/80 y
O RS-Br/80; para el tipo A, As Westerwald-Ger/
48, A,4 Cruzeiro-Br/65, A;, Venezuela/70,
A-79 Argentina/79, A Esteller-Ven/80, A-81
Arg/81, A-84 SC-Br/84, A Col/84 y A-85 Col/85;
para el tipo C, C; Noville-Smith/65, C, Pando-
Uru/44, C; Resende-Br/65, C; Indaial-Br/71,
C; Arg/85, C4 T.del F.-Arg/66 y Cs Arg/69;y
para el tipo IND, IND-1 Costa Rica/72, IND-2
Ribeirdo Preto-Br/79 e IND-3 Agulhas Negras-Br/
86.

El anticuerpo detector para el tipo NJ fue el
antisuero monovalente producido en cobayo con
la cepa NJ Costa Rica Rica/66, usando la misma
metodologia arriba descripta.

Todos los sueros fueron inactivados a 56°C

durante 30 minutos, fraccionados en volumenes

~de 2 mi 'y almacenados a -20°C.

Prueba de FCs,: Se empled la prueba de
FCso en tubo usada por PANAFTOSA para la
tipificacion de los VFA y VEV. Resumiendo: an-
tisueros polivalentes O, A, C e IND de cobayo y
monovalente NJ fueron usados en la dilucion
conteniendo 2,5 unidades fijadoras de comple-
mento 50% contra los virus homoélogos O; Cam-
pos-Br/568, A,4 Cruzeiro-Br/65, C; Indaial-Br/
71, NJ Costa Rica/66 e IND-1 Costa Rica/72, res-
pectivamente. Las unidades hemoliticas 50% de
complemento para cada antigeno fueron determi-
nadas previamente por titulacion del complemen-
to contra los antfgenos.

Los antigenos fueron usados en la suspension
original. Se utilizaron volimenes de 200 ui de
suero, antigeno y complemento y, después de
una incubacién a 379C durante 30 minutos, se
adicionaran 400 u! de sistema hemolitico con
una densidad optica (DO, 545 nm) de 0,66. La
mezcla fue incubada durante 30 minutos a 37°C.
Después los tubos fueron centrifugados y se de-
termind el grado de reaccion por la medicion de
la DO. Muestras con DO de 20% o mas baja para
un antisuero, en comparacion con los otros anti-
sueros y el suero control, fueron consideradas po-
sitivas para ei tipo correspondiente.

Prueba de ELISA: Usamos la siguiente prueba
de ELISA “‘sandwich” indirecta basada en el mé-
todo descripto para diagnéstico del VFA (12):

a) A placas de ELISA se afiadieron 100 ul de
dilucién optima, en tampon de carbonato/bicar-
bonato, pH 9,6, de antisuero y suero normal de
conejo y se mantuvieron en incubacion a 4°C
durante la noche. A continuacion, las placas
fueron bloqueadas con 1% de ovoalbimina en
PBS durante 1 h a 24-259C.

b) Los antigenos fueron examinados en vold-
menes de 50 ul de la suspension original y deja-
dos para reaccionar durante 1h a 379C en un
vibrador.

¢) Se adicioné sucesivamente los sueros de co-
bayo v el conjugado en volimenes de 50 ui de la
dilucién optima y se incubd a 379C durante 30
minutos en un vibrador.
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d) Se adicioné el substrato de OPD al volu-
men de 50 ul. La reaccion se realizd durante 15
minutos a 24-259C y fue detenida por acidifica-
cion.

e) La DO fue leida a 492 nm en un fotdmetro
Flow Multiskan. Los antigenos, sueros de cobayo
y conjugado fueron diluidos en PBS con 0,05%
de Tween-20, 1% de ovoalbdmina, 2% de suero
normal de conejo, y 2% de suero normal de bovi-
no. Las placas fueron lavadas cuatro veces entre
cada paso con PBS con 0,05% de Tween-20. Las
muestras con DO de 20% o més alta para un anti-
suero, en comparacion con los otros antisueros y
el suero control, fueron consideradas positivas
para el tipo correspondiente. ‘

La disposicion de los reaccionantes en la placa
para la tipificacion del VFA y del VEV se mues-
traen la Figura 1.

RESULTADOS

Muestras de referencia: Suspensiones de célu-
las BHK de 110 VFA y 17 VEV del cepario de
PANAFTOSA fueron examinadas por ELISA y
FCso para comparar la capacidad de ambos mé-
todos de identificar las cepas mas importantes del
VEV y del VFA aisladas en América Central y
del Sur entre 1944 y 1989, El Cuadro 1 muestra
que la técnica de ELISA proporciond resultados
positivos en los 127 materiales  examinados,
mientras que la prueba de FCs5¢o no detecto virus
en la muestra C Leticia-Col/70.

CUADRO 1. Resultados de tipificacién obtenidos por las
pruebas de ELISA y FCgq en suspension de células BHK
infectadas con VFA y VEV del cepario de PANAFTOSA

FIGURA 1. Disposicion de los reaccionantes en
placas para la tipificaci6n de VFA y VEV por la
prueba de ELISA “sandwich” indirecta
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Muestras de campo: Un total de 291 suspen-
siones de muestras de epitelio de bovinos, equi-
nos o porcinos afectados por enfermedad vesicu-
lar fueron examinadas por ELISA o FCsq. La
técnicade ELISA obtuvo resultados positivos en
67,4% (196/291), mientras que por la prueba de
FCso solo se tipificd virus en 54,0% (157/291)
de las mismas muestras. Todas las muestras posi-
tivas por FCso también lo fueron por la técnica
de ELISA.

Hubo completa concordancia entre los resul-
tados de tipificacion obtenidos por los dos
métodos.

DISCUSION

Puesto que la FA y la EV no pueden ser dife-
renciadas solo por-los sintomas clinicos presen-
tados por los bovinos o porcinos afectados, la
identificacion laboratorial del agente involucra-
do es esencial para el diagnostico. El mejoramien-
to de las técnicas en este campo es, por lo tanto,
de gran importancia para ayudar a los programas
de prevencidn, control y erradicacion de las en-
fermedades vesiculares.
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La técnica de ELISA mostrdo mayor sensibi-
lidad que la FC convencional cuando se compa-
raron en la identificacion del VFA (9,12) y del
VEV (10) usando antisueros monovalentes. Los
antisueros polivalentes fueron més eficientes que
los antisueros monovalentes para detectar el VFA
por la prueba de FCs, (4). Este aspecto fue in-
vestigado por ELISA examinando 418 muestras
de referencia y de campo del VFA y del VEV.
Ambas pruebas mostraron efectividad similar
para identificar muestras pasadas en células BHK
(Cuadro 1: muestras de referencia). Sin embargo,
cuando se examinaron muestras epiteliaies de
campo de VFA y VEV (Cuadro 2}, la técnica de
ELISA proporcioné consistentemente mds resul-
tados positivos.

reacciones las hemos relacionado con los epito-
pes comunes que las particulas 146S de las cepas
del VFA poseen. Sin embargo, estas reacciones
cruzadas no dieron lugar a resultados falso-
positivos. ‘

La técnica de ELISA realizada con antisueros
polivalentes probablemente probara ser muy satis-
factoria para apoyar los programas de preven-
cién, control y erradicacién de la FAy EV.
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CUADRO 2. Resultados de tipificacién obtenidos por las pruebas ce ELISA y FCsg en suspernsicnes originales de
muestras de epitelios de animales afectados por fiebre aftosa (FA) o estomatitis vesicutar (EV)

Muestras Tipo de virus
Origen Nimero Prueba (0] A o NJ IND Neg.
VFA 201 ELISA a7 61 17 0 0 86
VEA 201 FCso 30 42 13 0 0 116
VEV 90 ELISA 0 1] (o] 72 9 9
VEV 90 FCso 0 0 0 63 ] 18
El elevado porcentaje de resultados positivos REFERENCIAS
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APPLICATION OF ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY
FOR THE DIAGNOSIS OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS AND
VESICULAR STOMATITIS IN COMPARISON
WITH THE COMPLEMENT FIXATION

M.P.D. Gomes*, M.S. Sondahl®, M.A. Martins,
R. Casas Olascoaga®, A. Alonso F.!

SUMMARY

The indirect sandwich enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) was compared
with the 50% complement fixation (CFg,)
test for the detection of O, A and C serotypes
of foot-and-mouth disease virus (FMDV) and
New Jersey (NJ)} and Indiana (IND) serotypes
of vesicular stomatitis virus (VSV), using poly-
valent antisera as detector for O, A, C and IND
strains and monovalent antiserum for NJ strains.
The ELISA proved to be a more satisfactory
procedure to identify FMDV and VSV in epi-
thelial samples from animals affected with a
vesicular disease.

INTRODUCTION

Foot-and-mouth disease {FMD) virus {FMDV)
is a Picornavirus that causes a vesicular disease in
cloven-hooved animals. Vesicular stomatitis (VS)
virus (VSV) is a Rhabdovirus which also pro-
duces a vesicular disease in horses, cattle and
swine. FMDV has seven distinct serological
types and of these serotypes O, A and C, in-
cluding many subtypes are prevalent in South
America {2). VS is produced by the NJ and IND
serotypes, which include the subtypes IND-1,
IND-2 and IND-3 (8). NJ and IND-1 are found in
the endemic areas of VS (southern part of the
United States, Mexico, Central America, Panama,

1 Pan American Foot-and-Mouth Disease Center
{(PANAFTOSA, HPV/PAHO/WHO), Caixa Postal
589, 20001 Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

Colombia, Ecuador, Peru and Venezuela). Sub-
type IND-2 is isolated sporadically in Argentina
and Brazil and subtype IND-3 oniy in Brazil.
In cattle and pigs both diseases are ciinically
indistinguishable (6).

The typing of FMDV and VSV in South
America is performed by the 50% complement
fixation (CFsq) test, using polyvalent and mono-
valent antisera (1). The enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) has proved to be more
efficient than the conventional CF test to identi-
fy FMDV (9, 12) and VSV (10).

In the present study we compared the use of
polyvalent antisera in the ELISA and CF;s,
test for typing the FMDV O, A and C serotypes
and VSV NJ and IND serotypes which are pre-
valent in South America.

MATERIALS AND METHODS

Field and reference samples: A total of 291
epithelial samples from cattle, horses and swine
sent to the Pan American Foot-and-Mouth Dis-
ease Center/Reference Laboratory for the
Americas (PANAFTOSA) by Central and South
American countries from 1952 to 1989 and
conserved at -20°C in phosphate buffer saline
(PBS) with 50% glycerine, were re-tested by
CFso test and examined for the first time by
ELISA. For the assay a 20% suspension in PBS of
the epithelial samples was prepared.

Suspensions of BHK cell cuitures (11) in-
fected with FMDV of VSV from the strain col-
lection of PANAFTOSA (2,3), including: 29
type O; 60 type A; 21 type C; 4 type NJ; 4 sub-
type IND-1; 5 subtype IND-2; and 4 subtype
IND-3 were also tested by ELISA and CFsgq.
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Antisera for ELISA and CF;, test: Capture
rabbit antisera for ELISA were prepared by the
inoculation of 146S inactivated antigen of FMDV
0O; Campos-Br/68, A;4 Cruzeiro-Br/5t or C; In-
daial-Br/71 propagated in BHK cells. For VSV
antisera, animals were immunized with NJ Costa
Rica/66, IND-1 Costa Rica/72, IND-2 Ribeirdo-
Br/79 or IND-3 Agulhas Negras-Br/86 grown in
IBRS-2 cells (7). The immunizations were per-
formed according to the method described (12).
The capture serum for IND serotypes was a mix-
ture of IND-1, IND-2 and IND-3 monovalent
rabbit antisera, whereas the capture sera for O,
A, C and NJ serotypes were the monovalent
rabbit antisera.

Detection antibodies for O, A, C and IND
serotypes to be used in ELISA and CFs, test
were polyvalent antisera which were produced in
guinea pigs with infectious virus adapted to this
species. The immunizing schedule was ‘the same
as the one previously described (4).

For the preparation of polyvalent antisera
the following strains were used: O, Campos-Br/
58, O, Caseros-Br/67, O; Brescia-ltaly/47, Os
Venezuela/51, O¢ UK/24, Og Bahia-Br/60, O Mag-
dalena-Col/78, O MS-Br/80 and O RS-Br/80 for
type O; As Westerwald-Ger/48, A, 4 Cruzeiro-Br/
55, A3, Venezuela/70, A-79 Argentina/79, A Es-
teller-Ven/80, A-81 Arg/81, A-84 SC-Br/84,
A Col/84 and A-85 Col/85 for type A; C; Novil-
le-Smith/65, C, Pando-Uru/44, C; Resende-Br/
55, C3 Indaial-Br/71, C; Arg/85, C4 T.del F.-Arg/
66 and Cs Arg/69 for type C; and IND-1 Costa
Rica/72, IND-2 Ribeirdo-Br/79 and IND-3 Agulhas
Negras-Br/86 for type IND.

The detector antibody for the NJ type was
monovalent antiserum produced in guinea pig
with the NJ Costa Rica/66 strain using the same
methodology as described above.

All sera were inactivated at 56°C for 30 min-
utes in 2 mi volumes and stored at -20°C.

CFs, test: The CF;o tube test used by
PANAFTOSA for FMDV and VSV typing was
employed. Briefly: guinea pig polyvalent 0, A,
C and IND antisera and NJ monovalent antiserum
were used in the dilution containing 2.5 fifty per
cent complement fixation units against homo-
logous O; Campos-Br/58, Aza Cruzeiro-Br/55,

Cs Indaial-Br/71, NJ Costa Rica/66 and IND-1
Costa Rica/72 viruses, respectively. The fifty
per cent complement hemolytic units for each
antigen were determined previously by titrating
the complement against the antigens.

The antigens were used in their original sus-
pension. Serum, antigen and compiement were
used in 200 ul volumes and after incubation at
370C for 30 min., 400 ul of hemolytic system
with an optical density (OD, 545 nm) of 0.66
was added. The mixture was allowed to react
for 30 min. at 370C. Afterwards, the tubes were
centrifuged and the degree of the reactions was
determined by OD measurement. Samples with
0D of 20% or lower for one antiserum, in com-
parison with the other antisera and control serum,
were considered positive for the corresponding
type.

ELISA procedure: We used the indirect sand-
wich ELISA based on the method described for
FMDYV diagnosis (12} as follows:

(a) ELISA plates were coated overnight at
40C with 100 u!| of the optimal dilution, in car-
bonate/bicarbonate buffer, pH 9.6, of rabbit
antisera and normal rabbit serum. The plates were
subsequently blocked for 1h at 24-250C with
1% ovoalbumine in PBS.

(b) The antigens were tested irt 50 ul volumes
of the original suspension and left to react for 1 h
at 37°C on a plate shaker.

(¢j Guinea pig sera and conjugate were added
successively in 50 u volumes of the optimal
dilution and incubated at 37°C for 30 min. on
a plate shaker.

(d} OPD substrate was added at 50 ul volume.
The reaction was allowed to proceed for 15 min.
at 24-25°C and stopped by acidification.

{e) ODs were read with a Flow Multiskan
photometer at 492 nm. Antigens, guinea pig
sera and conjugate were diluted in PBS contain-
ing 0.05% Tween 20, 1% ovoalbumine, 2% normal
rabbit serum and 2% normal bovine serum. The
plates were washed four times between each step
with PBS containing 0.05% Tween 20. Sampies
with OD of 20% or greater for one antiserum, in
comparison with the other antisera and control
serum, were considered positive for the corre-
sponding type.
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The arrangement of the reagents on the plate
for FMDV and VSV typing is shown in Figure 1.

RESULTS

Reference samples: BHK cells suspensions of
110 FMDV and 17 VSV from PANAFTOSA
strain coiiection were examined by ELISA and
CFso test to compare the ability to identify the
most important VSV and FMDV strains isolated
in Central and South America from 1944 to 1989
by both tests. Table 1 shows that the ELISA
gave positive results in all 127 samples examined,
while de CF5o test did not detect virus in the
virus C Leticia-Col/70.

Field samples: A total of 291 suspensions of
epithelial samples from cattle, horses or swine
affected with a vesicular disease were examined
by ELISA and CFs, test. The ELISA gave positive
results in 67.4% (196/291), whereas the CFsgq
test only typed virus in 54.0% (157/291) of the
same samples. All specimens positive by CFsg
test were also positive by ELISA.

There was complete agreement between the
typing results obtained by both tests.

DISCUSSION

Since FMD and VS in cattle or swine cannot be
distinguished on clinical signs alone, laboratory
identification of the agent involved is essential
for diagnosis. The improvement of diagnostic

TABLE 1. Results of typing achieved by ELISA and
CFso test on suspension of BHK cells infected with
FMD and VSV of the PANAFTOSA strain collection

FIGURE 1. Arrangement of reagents on plate for
FMDV and VSV typing by the indirect sandwich
ELISA

Rabbit/guinea pig serum

Positive results

Virus Number of

type strains ELISA CFso
(o] 29 29 29
A 60 60 60
C 21 21 20
NJ 4 a4 4
IND 13 13 13
Total 127 127 126

O A CNINDON O A C NJINDN
1 2 3 4 5 6;7 8 9 10 1 12
A
TS 1 TS )
B e e
c v T
T8 2 1S 6
D
.E_ .................. O SEETEPEEEE RS
TS 3 O A C NJNDNoAg
R SO A _
G o
T8 4 No Antigen
H : .
N = Normal serum.

TS= Test sample.
Ag= Antigen.

techniques thus is of great importance in order
to help the prevention, control and eradication
programs of vesicular diseases.

The higher sensitivity of the ELISA was clear
when compared “with the conventional CF test
to identify FMDV (9,12) and VSV (10) using
monovalent antisera. Polyvalent antisera were
more efficient than the monovalent antisera to
detect FMDV by CFs¢ test (4). This aspect was
investigated by ELISA testing of 418 reference
and field samples of FMDV and VSV. Both tests

‘showed similar effectiveness to identify samples

passed in BHK celis (Table 1: reference samples).
However, when epithelial samples from the field
were examined (Table 2) the ELISA provided
consistently more positive results with both
FMDYV and VSV samples.

The high percentage of positive results obtained
on BHK suspensions by both tests relates to
the greater antigen concentration in BHK sus-
pensions than in epithelial samples, together with
the broader spectrum of polyvalent antisera to
identify heterologous virus when compared with
monovalent antisera (4).
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TABLE 2. Results of typing achieved by ELISA and CFsp test on origina; suspensions of epithelial samples from
animals affected by fcot-and-mouth disease (FMD) or vesicular stomatitis (VS!

Samples Virus type
Origin Number Test 0 A c NJ IND Neg.
FMDV 201 ELISA - 37 61 17 0 0 86
FMDV 201 CFso 30 42 13 ) 0 116
VSV 90 ELISA 0 0 0 72 9 9
VsV 90 CFso 0 0 0 63 9 18
The broad spectrum of the polyvalent antisera REFERENCES

as antibody detector {4) along with the high
sensitivity of the ELISA {9, 10, 12) increases the
possibility of identifying, directly from epithelial
samples, markedly different strains that sporadical-
ly appear in the field in the O, A and C FMDV
serotypes (2) and VSV IND serotype (3, 8).

The ELISA results show some cross-reactions,
specially between O and C FMDV sertoypes
(results not shown) which we related to the com-
mon epitopes of the 146 particles of FMDV
strains. However, these cross reactions did not
produce false-positive results.

The ELISA technique performed with poly-
valent antisera will probably prove to be a more
satisfactory test in support of the prevention,
control: and eradication programs for the FMD
and VS.
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IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS DE LA LENGUA AZUL POR
LA TECNICA DE INMUNODIFUSION EN GEL DE AGAR

Rossana Allende S.}, Goncala M. Arita®, Magnus S. Sondah/®, Albino Alonso F.

RESUMEN

Se preparé un antigeno soluble del virus de la
lengua azul (VLA) para ser utilizado en pruebas
de inmunodifusion en gel de agar (IDGA). Dicho
antigeno es grupo especifico, y es capaz de detec-
tar anticuerpos inducidos por cualquiera de los 24
serotipos del VLA, Fue producido a partir del
VLA serotipo 4 y controlado en IDGA frente a
antigenos y sueros de referencia (NVSL, Ames,
EUA; LARA, Campinas, Brasil; Veterinary Diag-
nostic Technology, Inc., EUA) y por la técnica in-
munoenzimdtica (ELISA) con anticuerpo mono-
clonal 3-17-A3 (IADR, Pirbright, Inglaterra).
Todas las pruebas mostraron una reaccién de total
identidad con los reactivos controles.

INTRODUCCION

La lengual azul (LA) es una enfermedad viral
de los rumiantes, transmitida por artropodos y ca-
racterizada por congestion, edema y hemorragia.
El agente etiolégico pertenece a la familia Reo-
viridae, género Orbivirus, del cual se reconocen
24 serotipos.

La enfermedad estd ampliamente distribuida
en el mundo. Afecta principalmente a los ovinos,
donde se observa la siguiente sintomatologia
clinica: infiamacién de mucosas digestiva y respira-
toria anteriores que pronorciona una tonalidad
azulada a las mismas. En casos graves puede

! Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA,
HPV/OPS/OMS), Caixa Postal 583, 20001 Rio de Janei-
ro, RJ, Brasil.

Laboratério Regional de Apoio Animal (LARA), Caixa
Postal 55638, 12100 Campinas, SP, Brasil.

evolucionar a ulceraciones. y puede observarse
inflamacion en las patas y deformaciones fetales.
La mortalidad es baja. En las otras especies de
rumiantes, generaimente no se observan sintomas
clinicos, y pueden actuar como reservorios del
virus por largos perfodos (2).

DIAGNOSTICO
El aislamiento del virus de la lengua azul (VLA)

se hace por inoculacién intravenosa de embriones
de pollo de 8-12 dias de edad con muestras de san-

- gre recolectadas de animales en etapa de viremia.

El diagnostico seroldgico (identificacion de
anticuerpos en el suero) se hace por fijacion del
complemento (FC), inmunodifusion en gel de agar
(IDGA), seroneutralizacién en células (SN) vy re-
cientemente también por la técnica inmunoenzi-
matica (ELISA). Las pruebas de FC, IDGA vy
ELISA revelan la presencia de anticuerpos grupo
especificos de LA.

Actualmente el movimiento de exportacion-
importacién de animales entre diferentes dreas se
realiza con el estudio previo de los sueros para de-
tectar la presencia de anticuerpos anti-VLA. Para
tal fin, una de las pruebas utilizadas es la IDGA.

La prueba de IDGA detecta anticuerpos en el
suero a partir de 10 dias postinfeccion. Los anti-
cuerpos detectados son grupo especificos, es de-
cir, han sido inducidos por cualquiera de los 24
serotipos del VLA. Pueden observarse reacciones
cruzadas con sueros de animales que han padecido
la enfermedad hemorragica epizodtica del ciervo.

MATERIALES Y METODOS

Antigeno {(Ag): Botellas rolantes con células
BHK,;, Clon 13 mantenidas en estufa a 370C
fueron inoculadas con VLA serotipo 4 1y
nuevamente colocadas en estufa a 379C. Trans-
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curridas 72 horas se observé efecto citopatico,
y fueron tratadas con 3% de cloroformo, conge-
ladas, descongeladas y clarificadas por centrifuga-
cién a 10.000g durante 30 minutos. Seguidamente
fueron inactivadas con 5 mM de etilenimina bina-
ria a 269C durante 24 horas.

A continuacién la suspension de virus inactiva-
da fue concentrada con filtro Amicon de 100.000
NMWL, seguido de una ultracentrifugacion duran-
te 2 horas a 200.000 g. Al sobrenadante, que cons-
tituye el Ag, se ie agrega 0,02% de NaN; vy se
conserva a 4°C en fracciones de 2 ml.

Previo a la titulacién, se realizan los controles
de especificidad de grupo vy se estudia el Ag produ-
cido frente a Ags y sueros de referencia. El Ag fue
controlado por IDGA con reactivos de referencia
de NVSL, Ames, EUA, LARA, Campinas, Brasil, y
Veterinary Diagnostic Technology, inc., EUA; y
en ELISA frente al anticuerpo monocional especi-
fico 3-17-A3, segiin protocolo de |ADR, Pirbright,
Inglaterra. Una vez confirmada la especificidad de
grupo se procede a la titulacion del Ag.

Suero control positivo (SCP): EI SCP es una
mezcla de sueros de bovinos dei estado de Rio de
Janeiro, Brasil, positivos a LA por IDGA, ios cua-
les fueron concentrados cuatro veces por precipita-
cion de las inmunoglobulinas con sulfato de amo-
nio. Después se agregd 0,02% de NaN3, conservén-
dose a -20°C en fracciones de 2 ml.

Agar al 2%: Se disuelven 20 gramos de agar pu-
rificado {Difco) en 1100 ml de agua destilada des-
mineralizada y se esteriliza a 15 libras de presion
durante 15 minutos. Seguidamente se vierte en una
bandeja, se deja solidificar, se corta en cubos de

aproximadamente 2 cm de lado, se sumergen en

agua destilada y se conservan a 49C, hasta su uso.

Tampbn borato {TB): Se prepara 0,05 M de
hidroxido de sodio (NaOH), 0,15 M de écido b6-
rico (H;BO3), 1% de NaN3, pH 8,6.

Preparacion de placas con agar al 1%: El agar al
2% es mezclado en partes iguales con TB y fundido
por calentamiento en bafio Marfa. A continuacion
se vierten 16 ml de la mezcla agar-TB en placas de
Petri descartables de plastico o de vidrio de 90 mm
de diametro, las cuales se mantienen semidestapa-
das a temperatura ambiente (25 a 30°C) du-
rante un minimo de dos horas, para garantizar
una adecuada gelificacion del agar. Las placas que

no son usadss inmediatamente pueden conservar-
se en heiadera a 4°C durante una semana.

Las cavidades en el agar son hechas con un
molde que tiene siete perforadores dispuestos
uno en el centro v seis en la periferia, de 4 mm
de didmetro externo cada uno, equidistantes
2 mm entre si y del central. En cada placa pue-
den hacerse siete moldes. El agar de las cavi-
dades se extrae por succidon con bomba de vacio
inmediatamente antes de colocar los reactivos
en {a placa.

Titulacibn del Ag y del SCP: Cada partida de Ag
y de SCP es titulada para determinar la dilucién
6ptima de uso. EY Agy SCP son diluidos en base 2
(1:1 a 1:8) en TB, y cadadilucion de Ag se coloca
en las cavidades centrales de cada molde y las
diluciones de SCP son depositadas en cuatro cavi-
dades de la periferia. En las dos cavidades restan-
tes de la periferia se coloca un SCP de referencia
(Fig. 1). Al depositar los reactivos ha de tenerse la
precaucion de llenar las cavidades hasta el borde.

FIGURA 1. Titulacién de antigeno (Ag) y suero
control positivo (SCP) para lengua azul

a,b,cyd =Dilucionesde Ag1:1,1:2,1:4y1:8,
respectivamente.
1y4 = Suero positivo de referencia.

2,3,5y6 =DilucionesdeSCP 1:1,1:2,1:4y 1:8
respectivamente.
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Una buena distribucion de los mismos se consi-

gue con micropipetas graduadas o con pipetas’

Pasteur.

Las placas se incuban por 48 horas a temperatu-
ra ambiente en una superficie nivelada. Posterior-
mente se realiza la lectura y se elige las diluciones
optimas de uso que son aquellas que, analizadas
conjuntamente, proporcionan la reaccion mds
nitida.

Especificidad y sensibilidad de Ag y SCP:
Después de determinar la dilucion de uso de cada
lote de Ag y SCP, ambos son analizados compara-
tivamente con Ag y SCP padrones, frente a una
serie de sueros positivos y negativos de varias es-
pecies, con diferente intensidad de reaccion, para
determinar su especificidad y sensibilidad.

Andlisis de sueros: Los sueros a ser examina-
dos, después de registrados y numerados conve-
nientemente, son colocados en las placas debida-
mente identificadas. La distribucion de los sueros

se hace en el sentido de las agujas del reloj en los
moldes y en la placa. En cada molde se colocan
cuatro sueros sin diluir en cuatro cavidades de la
periferia. En las dos restantes se afiade el SCP. El
Ag es depositado en {a cavidad central conforme el
esquema indicado en la Fig. 2. Seguidamente, las
placas son incubadas a temperatura ambiente en
una mesa nivelada.

Lectura de las placas: Las placas se colocan
sobre una frente de luz indirecta, con fondo oscu-
ro y la lectura se hace entra 24 y 48 horas después
de haber adicionado los reactivos en las placas. En
este tiempo las lineas de precipitacion son nitidas.
Lecturas realizadas después de las 48 horas son di-
ficiles de interpretar, debido a que las lineas se
tornan difusas.

A veces, cuando se trabaja con sueros muy he-
molizados o que tienen altas concentraciones de
lipidos u otras substancias, aparecen lineas de di-
fusion no especificas, las cuales dificultan la lectu-

FIGURA 2. Distribucion de sueros a ser analizados,Ag y SCP
en una placa de Petri y reaccion de los mismos

ayb
1a28

= Ag y SCP respectivamente.
= Sueros en estudio.

CUADRO 1. Interpretacién de las reac-
ciones proporcionadas por los sueros
analizados en la Fig. 2.

N© No

suero Result, suero Result.
1 - 15 ++
2 - 16 -
3 + 17 +
4 - 18 +
5 + 19 ?
6 ++ 20 +
7 + 21 ++
8 - 22 -
9 ++ 23 +
10 - 24 ++
11 + 25 ?
12 o+t 26 +
13 ++ 27 -
14 - 28 -

— negativo, + positivo,
++ positivo intenso, ? dudoso.



30

Bol. Centr. Panam. Ficbre Aftosa 55

ra. Este inconveniente puede subsanarse lavando el
agar con solucion fisiologica 10x antes de hacer
la lectura.

RESULTADOS

Todos los sueros a ser examinados estan conti-
guos al SCP, lo que permite observar si las lineas
de precipitaciéon originadas mantienen la identidad
con la del SCP. Ha de tenerse presente que algunos
sueros dan lineas o reacciones de no identidad o
inespecificas para el Ag de la LA, siendo aquellas
que cruzan o tocan la linea de precipitacion espe-
cifica originada por el Ag y SCP de la LA (ver
Fig. 2 y Cuadro 1):

a) Suero negativo (—): Son aquellos en la linea
de referencia, es decir, la originada por el Ag y el
SCP, entra en la cavidad dei suero en estudio.

b) Suero pecsjtivo (+): La linea de referencia
presenta una pequeia curvatura préxima al suero
en estudio.

c) Suero positive intenso (++): La situacion y
apariencia de la iinea de precipitacion originada
por el suero en estudio son similares en intensidad
aladel SCP,

d) 3uero dudoso (?): Los sueros que por cual-
quier motivo no pueden encuadrarse como —, + 0
+! son reexaminados usando el siguiente procedi-
miento:

Repeticion de los sueros dudosos. Los sueros

son analizados nuevamente por IDGA, colocan-

do el SCP en tres cavidades alternadas de la pe-
riferia, en dos restantes los sueros dudosos y en
la tercera un suero negativo. De esta rnanera se
observa ta reaccion en las dos lineas de refe-
rencia contiguas y en comparacion con el suero

negativo (ver Fig. 3).

La interpretacion se hace de la manera indicada
en el apartado anterior.

Con los sueros que nuevamente no permiten
ser catalogados en la categoria + 0 — es aconsejable
repetir la prueba con una nueva muestra de suero.

FIGURA 3. Andlisis de sueros que proporcionaron
resultados dudosos en la prueba mostrada en la
Fig. 2 (sueros NO 19 y 25)

= Ag y SCP respectivamente.

c = Suero control negativo.

19 y 256 =Sueros en estudio (19+y 257).
Pedir nueva muestra suero N9 25,

ayb
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IDENTIFICATION OF BLUETONGUE ANTIBODIES BY THE
TECHNIQUE OF IMMUNODIFUSION IN AGAR GEL

Rossana Allende S.', Gongala M. Arita®, Magnus S. Sondahl*, Albino Alonso F.

SUMMARY

A soluble antigen of the bluetongue virus
(BTV) was prepared for use in immunodifusion
in agar gel tests (IDAG). The antigen is group
specific and is capable of detecting antibodies
induced by any of the 24 BTV serotypes. It was
produced from type 4 BTV serotype and control-
led in IDAG against reference antigens and sera
{NVSL, Ames, USA; LARA, Campinas, Brazil;
Veterinary Diagnostic Technology, Inc., USA)
and by the enzymedlinked immunosorbent assay
(ELISA) with 3-17-A3 monoclonal! antibody
(IADR, Pirbright, England). All tests yielded
a reaction of total identity with the control
reagents.

INTRODUCTION

Bluetongue (BT) is a viral disease in ruminants.
It is transmitted by arthropods and is character-
ized by congestion, edema and hemorrhage. The
etiological agent belongs to the Reoviridae family,
Orbivirus genre, which includes 24 serotypes.

The disease is widely distributed ' throughout
the world, and affects mainly sheep, in which
the following clinical symptomatology is ob-
served: inflammation of anterior digestive and
respiratory mucosas which causes a bluish color.
Serious cases may evolve into ulcerations. Inflam-
mation of the feet and fetal deformation may

! Pan American Foot-and-Mouth Disaase Center

(PANAFTOSA, HPV/PAHO/WHO), Caixa Postal 589,
20001 Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

Laboratdrio Regional de Apoio Animal (LARA]},
Caixa Postal 5538, 12100 Campinas, SP, Brazil.

occur. Mortality is low. Clinical symptoms are
generally not observed in other species of rumi-
nants, but they may act as virus reservoirs for
long periods of time (2).

DIAGNOSIS

The bluetongue virus (BTV) is isolated by
intravenous inoculation of 8-12 day-old chicken
embryos with blood samples collected from ani-
mals in the viremia stage.

The serological diagnosis (identification of
antibodies in the serum) is done by complement
fixation (CF), immunodifusion in agar gel {IDAG),
seroneutralization in cells (SN) and, recently,
also by the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) technique. The CF, IDAG and ELISA
tests reveal the presence of BT group-specific
antibodies.

For the import/export movement of animals,
serum is previously tested for the presence of
anti-BTV antibodies. The IDAG is one of the
tests used for this purpose.

The IDAG detects antibodies in the serum
beginning from 10 days post-infection. The de-

tected antibodies are group specific, i.e., they have

been induced by any of the 24 BTV serotypes.
Cross reactions can be observed with sera from
animals that have had epizootic hemorrhagic
disease of deer.

MATERIALS AND METHODS

Antigen (Ag): Roller bottles containing BHK2
clon 13 cells grown at 370C were inoculated
with BTV serotype 4 (1) and returned to the
incubator at 379C. Cytopathic effect was ob-
served 72 hours later and the bottles were treated
with 3% chioroform, then frozen, thawed and
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clarified by centrifugation at 10,000g for 30
minutes. They were immediately inactivated
with 5mM of binary ethylenimine at 269C for
24 hours.

The inactivated virus suspension was con-
centrated with 100,000 NMWL Amicon filter,
followed by 2 hours of ultracentrifugation at
200,000g. Later, 0.02% NaN; was added. The
suspension was titered in IDAG and stored as
2 mi volumes at 40C until used.

Before titration, specificity controls are
performed and the Ag produced is studied against
Ags and reference sera. The Ag is controlled
by IDAG with reference reagents from NVSL,
Ames, USA, LARA, Campinas, Brazil, and the
Veterinary Diagnostic Technology Inc., “USA;
‘and by ELISA against the specific monoclonal
antibody 3-17-A3, according to protocol of IADR,
Pirbright, England. The Ag is titered when speci-
ficity of the group is confirmed.

Positive Control Serum (PCS): The PCS is a
mixture of sera taken from cattle in the state of
Rio de Janeiro, Brazil, which was positive to the
IDAG test for BT. The sera were concentrated
four times by precipitation of the immuno globu-
lins with ammonium sulfate. Then 0.02% of NaN;
was added, and the sera were stored as 2 ml
volumes at -200C.

2% Agar: 20 grams of purified agar (Difco)
are dissolved in 1100 ml of demineralized distil-
led water and sterilized for 15 minutes at 15
pounds pressure. The solution is then poured into
a tray, left to solidify, and cut into cubes with
sides measuring approximately 2 cm. The cubes
are immersed in distilled water and stored at
40C until utilized.

Borate Buffer (BB): A buffer is prepared with
0.05 M of sodium hydroxide (NaOHj, 0.15M
boric acid (H3803), 1% of NaN3, pH 8.6.

Preparation of 1% Agar Plates: The 2% agar
is mixed with equal parts of BB and biended by
heat in a water bath at boiling temperature. 16 ml
of the BB-agar mixture are then poured into
disposable plastic or glass Petri plates with a
diameter of 90 mm. The plates are kept partially
covered at room temperature {25-30°C) for a
minimum of two hours to ensure acceptable

agar gelling. Plates not used immediately may be

‘stored ina cooler at 49C for one week.

The wells in the agar gel are formed with a
mold so as 1o make seven wells, one in the center
and. six forming a ring around it. All wells have
an external diameter of 4 mm, and are equidistant
2mm for each other and from the center well.
The agar can be removed from the well holes
by suction using a vacuum pump, right before
placing the reagents on the plate.

Titration of the Ag and the PCS: Each batch of
Ag and PCS is titered to determine the optimal
dilution to be used. The Ag and PCS are diluted
twofold (1:1 to- 1:8) in BB and each diiution
of Ag is placed in the central well of each muid.
The PCS dilutions are placed in four of the sur-
rounding ring wells. A reference PCS is put into
the two remaining wells (Fig. 1). Care must be
taken to -put in enough reagent to fill the wells

FIGURE 1. Titration of antigen (Ag) and pos-
itive control serum (PCS) for bluetongue

a, b, ¢, and d = Dilutions of Ag 1:1,1:2,1:4 and 1:8,
: respectively.
= Positive reference serum.

1and 4
2,3,5and 6 = Dilutions of PCS 1:1,1:2, 1:4 and 1:8,
respectively.
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completeiy. fGraduated micropipettes or Pasteur
pipettes can be used to ensure good distribution
cf the reagents.

The plates are incubated for 48 hours at room

temperature on a level surface. The reading is then

made and the optimal dilutions are those which,
when analyzed jointly, yielded sharpest line.

Specificity and Sensitivity of Ag and PCS: After
determination of the optimal dilution of each batch
of Ag and PCS, both are compared to standard
Ag and PCS, to determine their specificity and
sensitivity. This comparison utilizes a series of
posit've and negative sera from severai species
having different intensity of reaction.

Sera Analysis: The sera to be examined are
recorded, appropriately numbered and placed
in well identified plates. The sera are dictributed
in clockwise sequence in the molds and on the
plate. Four undiluted sera placed in four ring

wells of each mold. The PCS is placed in the
twe vemaining wells. The Ag is deposited in the
central well, as shown in Fig. 2. The piates are
then immediately incubated at room temperature
on a level table. :

Reading the Plates: The plates are placed over
an indirect light source with a black background
and read from 24 to 48 hours after the reagents
were placed on the plates. During this time the
precipitation iines are clear. Readings taken
after 48 hours are difficult to interpret because
the lines become diffused.

When working with very hemolyzed sera or sera
having high concentrations of lipides, or other sub-
stances, nonspecific difusions sometimes appear
and may interfere with the reading. This problem
can be solved by washing the agar gel with a 10x
physiological solution before conducting the
reading.

FIGURE 2. Distribution of sera to analyzed, Ag and PCS on
a Petri plate and their reaction

Ag and PCS, respectively.

aandb =
= Test sera.

1to 28

TABLE 1. interpretation of the reac-
tions provided by the sera analyzed in
Fig. 2

No. No.

serum Result serum Result
1 - 15 ++
2 - 16 -
3 + 17 +
4 - 18 +
5 + 19 ?
6 ++ 20 +
7 + 21 ++
8 22 -
9 ++ 23 +
10 - 24 ++
11 + 25 ?
12 ++ 26 +
13 -+ 27 -
14 - 28 -

— negative, + positive,
++ intense positive, ? dubious.
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RESULTS

_All the sera to be examined are contiguous
to PCS. This enables the observer to see whether
the originated precipitation lines maintain identity
with. the PCS . precipitation line. It should be
remembered that some sera yield lines or reac-
tions with identity or nonspecific for BT Ag,
that cross or touch the specific precipitation
line originated by the BT Ag and PCS (see Fig. 2
and Table 1):

(a) Negative Serum {—): These are those in the
line of reference, that is, the line originated by the
Ag and the PCS enter the well of the serum under
study.

(b) Positive Serum (+): The reference line
shows a slight curvature near the serum under
study. ,

{c} Intense Positive Serum (++): The situation
and appearance of the precipitation line originated
by the serum under study are similar in intensity to
the PCS line.

{d) Dubious Serum (?): The sera that for any
reason can not be classed as —, +or ++, are re-
examined using the following procedure:

Repetitition of the Dubious Sera. These are

retested by IDAG. The PCS is placed in three

alternate weils of the ring of wells, the dubious
sera in *wo remaining wells, and a negative

‘serum in the third well. In this way the re-

action in the two contiguous reference lines is

observed and compared with the negative

serum (see Fig. 3).

The interpretation is conducted as indicated
in the preceding section.

When sera again do not yield results enabling
them to be classed in category + or —, it is ad-
visable to repeat the test with a new serum.

FIGURE 3. Analysis of sera thzt provided dubious
results in the test shown in Fig. 2 (sera Ne. 19
~and 25)

aand b

= Ag and PCS, respectively.

c = Negative control serum,

19 and 25=Sera under study (19+and 25?).
Request new sampie serum No, 25,
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DESARROLLO DE UN METODO MAS SIMPLE Y RAPIDO
PARA EL ANALISIS BIDIMENSIONAL DE OLIGONUCLEOTIDOS
DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA: MINIFINGERPRINTING DE ARN

I.E. Bergmann®, B.H. Tiraboschi', M.A. Affonso Boller',
V. Malirat’, P.J.V. Pereira', P. Augé de Mello*

COMUNICACION BREVE

Una caracteristica significativa del virusde la fie-
bre aftosa (VFA) es su alto grado de variabilidad,
lo. cual constituye un importaste obstaculo para
el control de la enfermedad (9). Ei éxito de los
programas de inmunizacién depende, en parte, de
una caracterizacion precisa de las cepas que cir-
culan en el campo y de la evaluacién de sus seme-
janzas con las cepas de los virus que se incluyen
en las vacunas.

Actualmente se dispone de varias técnicas bio-
quimicas como fingerprinting de ARN (3, 4),

ADN recombinante (8) y secuenciamiento rapido

(10) para estudiar, con significativa precisidn, las
caracterfsticas genéticas de las cepas virales. La
técnica de fingerprinting resulta muy adecuada
para evaluar las relaciones evolutivas entre cepas
virales muy- relacionadas (5, 6, 7, 12) y en el caso
del VFA también se ha probado su utilidad para
fines de diagnostico (1, 2).

Con la creciente aplicacién de estudios epide-
miolégicos a nivel molecular que requieren el
analisis de un aran numero de muestras, se hace
evidente que el empleo de técnicas mas practicas
y répidas y de menor costo, seria de gran utilidad
para la caracterizacion del ARN genémico.

! Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA,
HPV/OPS/OMS), Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janei-
ro, RJ, Brasil.

En este sentido, se observo que el uso de ARN
inducido 35S produce un perfil de oligonucledti-
dos resistentes a la ARNasa T, idéntico al del
ARN extraido de la particula viral (11). Con
el mismo objetivo se utilizaron mapas monodi-
mensionales de oligonucle6tidos resistentes a la
ARNasa T; y efectivamente éstos demostraron
ser un valioso método para diferenciar cepas
virales (11). Sin embargo esta técnica, en la cual
los oligonucleétidos se separan solo por tamafio,
no es apropiada para establecer relaciones evolu-
tivas entre cepas muy relacionadas. '

En este articulo describimos una modificacion
de la técnica de fingerprinting convencional que
consiste en utilizar geles mas finos y mas peaue-
fios para resolver los digestos de la ARNasa T
Los perfiles de oligonucledtidos obtenidos de esta
manera comparados a los obtenidos con la técnica
convencional son equivalentes en cuanto a su re-
solucion. Los cambios introducidos disminuyen
considerablemente la cantidad de materiales,
tiempo y trabajo requeridos y por lo tanto resultan
muy adecuados para la rapida caracterizacion de
cepas.

La preparacion de ARN marcado con 32P de
citoplasma de células infectadas se realizd basica-
mente como se describié anteriormente (1), ex-
cepto que la cantidad de material requerida fue
significativamente menor. En resumen, se infec-
tan frascos Falcon de 25 cm? conteniendo aproxi-
madamente 7 x 10° células BHK,; o alternativa-
mente cajas de Petri de 8 cm® conteniendo 2,4 x
10% células BHK,,, a alta multiplicidad de infec-
cion (mayor que 10). Luego de 30 minutos de
adsorcién, se descarta el virus y las monocapas
se lavan con medio precalentado sin fosfato, rea-
lizdndose tres cambios de medio durante 45
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minutos a 379C. Después del Gitimo lavado, se
agrega medio sin fosfato que contiene 5 ug/ml de
actinomicina D. Luego de 30 minutos se marca
la monocapa celular con 200 uCi/ml de acido or-
tofosforico [3?P] y se deja proseguir la infeccion
hasta que la mayoria de las células estén redondea-
das lo cual, dependiendo de la cepa utilizada,
ocurre entre las 5 y 7 h posinfeccion. Se des-
carta el medio y se rompen las células con buffer
NET (0,06M Tris-HC! pH: 7,5; 0,10M NaCl y
0,001M EDTA que contiene 0,05% Triton X-100),
agitandc vigorosamente durante 5 minutos en
frio.

Las células lisadas se centrifugan a 4°C du-
rante 3 minutos a 1000 x g con el fin de separar
ios ndcleos. Los sobrenadantes se llevan a una con-
centracion final de 1% de SDS (dodecii sulfato
de sodio) y se realiza una doble extraccion del
ARN cen fenol-cloroformo.

Se precipita el ARN a partir de la fase acuosa
agregando dos volimenes de etanol y dejandalo
por 1o menos 4 h a -200C, luego se disuelve
el precipitado en buffer acetato de sodio 0,3M
pH: 5,0 y se precipita dos veces con un volumen
igual de CILi 4,4M durante por lo menos 3 h a
40C. Se centrifuga el ARN vy el precipitado se di-
suelve en buffer acetato de sodio 0,3M pH:
5,0 reprecipitandoio posteriormente con etanol.
Los precipitados se lavan dos veces con etanol
70%, se secan con vacio, se redisuelven en buffer
T, (0,02M Tris-HCI pH: 7,5; 0,002M EDTA),
se digieren durante 1h a 379C con ARNasa T,
(Pharmacia P-L Biochemicals) en una relacion
enzima/substrato de 1:5 y finalmente se agrega
un volumen igual de buffer de muestra (6M urea,
50% sacarosa, 0,2% de azul de bromofenol y
0,2% de xilene-cianol). Se observd que no es ne-
cesaria la presencia en este buffer, de 15 mg/mi de
ARN de transferencia de Escherichia coli como
fue descripto anteriormente (11).

La electroforesis en slab de la primera y segun-
da dimension se realiza a temperatura ambiente.
Ei tamafio de los geles utilizados en este proce-
dimiento es de 20 cm x 15 cm para la primera
dimensién y de 15 cm x 15 cm para la segunda di-
mension. E| espesor de los mismos es de 0,756 mm.

La composicién del gel de la primera dimen-
sion es la siguiente: 10% acrilamida (acrilamida/

tisacrilamida, 40/1,3); 6M urea; 0,025M 4cido
citrico, pH:3,2. Inmediatamente antes de verter
50 ml de la solucion en la celda del gel, se agrega,
para su polimerizacion, los siguientes catalizado-
res: 180 ul de acido ascorbico 10%, 180 wl de sul-
fato ferroso 0,25% vy 3,5 ul de perdxido de hidro-
geno 30%. £n el buffer de corrida compuesto
por una solucién de d&cido citrico 0,0256M, pH:
3,2, la urea no es necesaria. Normalmente en un
gel de primera dimension se corren 4 muestras
simultaneamente.

Las muestras se siembran calle por medio,
lavando y llenandolas previamente ~on una solu-
cién de acido citrico 0,025M, pH: 3,2 y urea a una
concentracion final de 6M. La electroforesis se
realiza a 25 mA a corriente contante durante
aproximadamente 1 h, tiempo en el cual el colo-
rante azul de bromofenol migra aproximada-
mente 8 cm.

Al finalizar la corrida, se retira un vidrio del gel
y se cubre el mismo con una envoltura plastica con
el fin de facilitar el trazado de los bordes de la
tira de primera dimension y lograr, al cortarla
con una hoja afilada de bisturi, bordes parejos
{no rugosos). Las dimensiones de las tiras de pri-
mera dimension sor de 13 cm x 2 cm. La tira cor-
tada del gel 4cido se lava rapidamente dos veces
con buffer TBE (0,1M Tris-HCI, pH: 8,3; 0,1M
acido borico, 0,002M EDTA) y luego se coloca
a 2,5 cm por encima del borde inferior del vidrio
de la segunda dimension.

La composicion de! gel de la segunda dimension
es la siguiente: 20% acrilamida (acrilamida/bisacri-
iamida, 40/2,6), 0,1M Tris-HCI, pH: 8,3; 0,1M
4cido borico; 0,002M EDTA vy los catalizadores
utilizados son: 0,015 g de persulfato de amonio y
15 w! de TEMED (N, N, N’, N’ — Tetrametiletilen-
diamina) para una mezcla de gel de 30 ml.

La electroforesis se realiza en sentido superior
a 25 mA en condiciones de corriente constante y
se interrumpe cuando el azul de bromofenol
migra 12 cm.

Los geles se fijan con una solucion 50% meta-
nol-7,6% &cido acético, se cubren con una envol-
tura plastica y se exponen dentro de un cassette
Dupent con un film Fuji X-ray y una pantalla
amplificadora Cronex. Lz exposicion se realiza
a -70°C. Las muestras que contienen 100.000 cpm
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presentan un perfil claramente visible luego de
una exposicion de aproximadamente 17 h.

La Figura 1 muestra un tipico mapa de oligonu-
cle6tidos obtenido bajo las condiciones aqui
descriptas. Se observa que los geles mas peque-
fios tienen una resolucion similar a la de los geles
de tamaiio convencional (1). incluso los -oligo-
nucledtidos de migracion muy cercana entre si,
en los geles mayores, se resuelven en los menores.

El uso de un sistema asi simplificado permite
el analisis mediante fingerprinting de una con-
siderable cantidad de muestras de ARN en un

tiempo menor que el utilizado anteriormente con
la técnica convencional y hace que estas modifica-
ciones sean muy adecuadas no solo para diagnos-
tico y estudios epidemiolégicos sino también para
estudios de evolucibn viral. '
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FIGURA 1. Perfil de oligonucledtidos ARNasa T, resistentes de una variante de
la cepa O, Campos. El fingerprinting se realizé6 como se describe en el texto y la
figura representa el tamaiio original del gel
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DEVELOPMENT OF A MORE RAPID AND SIMPLE PROCEDURE
FOR TWO-DIMENSIONAL OLIGONUCLEOTIDE ANALYSIS
OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS: RNA MINIFINGERPRINTING

I.E. Bergmann', B.H. Tiraboschi®, M.A. Affonso Boller!
V. Malirat', P.l.V. Pereira’, P. Augé de Mello*

BRIEF REPORT

An outstanding characteristic of foot-and-mouth
disease virus (FMDV) is its high degree of variabili-
ty, which constitutes an important obstacle for
the control of the disease (9). The success of
immunization programs is partly dependent upon
precise characterization of the strains circulating
in the field and upon the evaluation of their
similarities with the strains of virus included in
vaccines.

Several biochemical techniques such as RNA
fingerprinting (3, 4), recombinant DNA (8) and
rapid sequencing {(10) are now available to study
with significant precision, the genetic characteris-
tics of strains. Oligenucleotide fingerprinting has
been especially useful to evaluate the evolutionary
relationships among closely related RNA viruses
(5, 6,7, 12) and in the case of FMDV its applica-
tion for diagnostic purposes has also been demon-
strated {1, 2).

With the increasing application of molecular
epidemiological studies, which requires the analy-
sis of large number of samples, it becomes ap-
parent that more practical, rapid and cheaper
techniques for characterizing the genomic RNA
should be valuable.

! pan American Foot-and-Mouth Disease Center,

(PANAFTOSA, HPV/PAHO/WHO), Caixa Postal 589,
20001 Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

In this regard it has been shown that the
use of 35S induced RNA instead of the virus
particle RNA gave indistinguishable T fingerprint
patterns on two-dimensional (2D) gels (11}. One-
dimensional T; maps have also been attempted
as a way of simplifying diagnostic procedures,
and in fact have been shown to provide a valuable
screening method for distinguishing between
viruses {11). However, this method in which the
RNase T; oligonucleotides are separated only
according to size, is not suited for establishing
evolutionary relationships among closely related
strains.

in this paper we describe a modification of the
conventional oligonucleotide fingerprinting tech-
nique using thinner and smaller gels to resolve the
RNase T, digests. Compared to the comventional
system the fingerprint patterns obtained are of
equivalent resolution. The changes introduced save
considerably on materials, time and labor, therefore
providing a practical approach for the rapid
biochemical characterization of strains.

Preparation of >%P-labeled RNA from the
cytoplasm of infected cells was basically as re-
ported before (1) except that significant less
material was required. Briefly, 25 cm? Falcon
flasks containing approximately 7 x 10° BHK,;
cells or alternatively 8 cm? Petri dishes containing
2.4 x 10% BHK, cells were infected with FMDV
at high multiplicity (higher that 10). After 30
minutes adsorption the virus was removed and the
monolayers washed with prewarmed phosphate-
free medium (three changes during 45 minutes at
370C). After the last wash, medium containing
5 ug of actinomycin D per mi was added during
30 minutes. Infected cell monolayers were then
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labeled with 200 uCi of [>?P] orthophosphoric
acid per ml and incubated further until most of
the cells were rounded which was usually between

5 and 7 h postinfection depending on the strain of
" previously washed and filled with 0.025 M citric
- acid, pH: 3.2, containing 6 M urea and electro-

virus used. The medium was poured off, and the
cells were disrupted in NET buffer (0.05 M Tris-
HCI pH: 7.5, 0.10 M NaCl and 0.001 M EDTA
containing 0.05% Triton X-100) in the cold
through vigorously shaken for 56 minutes.

Cell lysates were centrifuged at 4°C for 3 min-
utes at 1000 x g to pellet the nuclei. Supernatants
were made 1% with respect to SDS (sodium
dodecyl sulfate) and the RNA was extracted twice
with phenol-chloroform.

The RNA was precipitated from the aqueous
phase by the addition of 2 volumes of ethanol,
kept for at least 4 h at -200C, dissolved in 0.3 M
sodium acetate buffer pH: 5.0 and precipitated
twice with an equal volume of 4.4 M LiCl for at
least 3 h at 49C. RNA precipitates were centri-
fuged, dissolved in 0.3 M sodium acetate buffer
pH: 5.0 and reprecipitated with ethanot. The RNA
precipitates were washed twice with 70% ethanol,
dried in vacuo, redissolved in T, buffer (0.02 M
Tris-HCl pH: 7.6, 0.002 M EDTAJ}, digested for 1 h
at 370C with RNase T, (Pharmacia P-L Biochem-
icals) at an enzyme/substrate ratic of 1:5, and
finally an equal volume of dye marker mixture was
added (6 M urea, 50% sucrose, and 0.2% each of
bromophenol blue and xylene cyanol). The pres-
ence in the sample buffer of 15 mg of Escherichia
coli transfer RNA per ml described previously
{11) was shown not to be necessary.

Slab electrophoresis in the first and second
dimension was performed at room temperature.
Actual gel dimensions are 20 cm by 15 c¢m for the
first dimension and 15 cm by 15 cm for the
second dimension. A gel thickness of 0.75 mm was
used in this procedure.

First dimension gels were composed of 10%
acrylamide (acrylamide/bisacrylamide ratio of 40
to 1.3), 6 M urea, 0.025 M citric acid, pH: 3.2.
The catalyst composed of 180 ul of 10% ascorbic
acid, 180 ul of 0.25% ferrous sulfate and 3.5 ul
of 30% hydrogen peroxyde was added immediate-
ly before the 50 mi mixture is poured into the
gel cell for polymerization. Urea was not necessary
in the buffer in the reservoirs which was com-

posed of 0.025 M citric acid, pH: 3.2. We rou-
tinely separated 4 samples on a single first di-
mension gel.

Samples were loaded into every other well

phoresed at 26 mA at constant current for about
1h, by which time the bromopheno! blue dye
had migrated approximately 8 cm.

After separation was complete a glass plate was
removed and a sheet of plastic wrap was placed
onto the gel in order to facilitate the drawing of
an outline of the gel strip to be excised and to
improve the smoothness of the cut edges after
excision of gel strips with a sharp scalpel blade.
The first dimension gel strips have the dimensions
of 13 cm by 2 cm. The strip excised from the acid
gel was briefly washed twice in TBE buffer (0.1 M
Tris-HCI, pH: 8.3, 0.1 M boric acid, 0.002 M
EDTA), and then placed approximately 2.5 cm
above the bottom edge of the glass plate for the
second dimension separation. :

The gel composition for the second dimension
separation was 20% acrylamide (acrylamide/bis-
acrylamide ratio of 40 to 2.6), 0.1 M Tris-HCl,
pH: 8.3, 0.1 M boric acid, 0.002 M EDTA, using
as catalytic agent 0.015 g ammonium persulfate
and 15 #l TEMED (N,N,N'N‘ — Tetramethyl-
ethylenediamine) for a total gel mixture of 30 ml.

Electrophoresis was carried out upwards
at 25 mA constant current and it was terminated
when the leading bromophenol blue had migrated
12 cm.

The gels were then fixed in 50% metharnol
7.5% acetic acid, covered with plastic wrap, and
placed in a Dupont cassette with Fuji X-ray fiim
and a Cronex Lightning Plus screen. Exposure was
carried out at -700C. Samples containing 100.000
cpm gave clearly visible spots after approximately
17 h exposure.

Figure 1 shows a typical fingerprint pattern
obtained under the conditions described. As ob-
served the smaller gels are of similar resolution
when compared to the patterns obtained with

.the larger conventional sized gels {1}. Even oligo-

nucleotides that migrate very closely in the larger
gels, are resolved in the smaller gels.
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FIGURE 1. T, oligonucleotide fingerprint pattern of RNA of a variant of strain
0, Campos. Oligonucleotide fingerprinting was performed as described in the
text and the figure represents the original dimension of the gel

The use of such simplified system enables one 2. BERGMANN, |.E., TIRABOSCHI, B., MAZZUCA,
to fingerprint mulitiple RNA samples in a consider- G., FERNANDES, E. MICHAILOFF, CA,
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BERGMANN, L.E., TIRABOSCHI, B.,
SCODELLER, E.A., TORRE, J.L. La.

MAZZUCA, G,

FERNANDEZ, E., MICHAILOFF, C.A.,

Texto en inglés. Vaccine, 6(3):245-252, 1988. Centro de Virologia Animal (CEVAN), Serrano 661,

1414 Cap. Fed., Argentina,
Analisis serolégico y bioquimico del aftovirus (se-
rotipo C;) aislado en Argentina entre 1981 y 1986

Se describe la evolucion en el campo de los af-
tovirus del serotipo C3 en Argentina entre 1981y
1986. En 1981-82, solo se registraron tres aisla-
mientos de este serotipo, los cuales mostraron mi-
nimas variaciones seroldgicas y bioquimicas de
las del prototipo de la cepa C; Resende-Brasil/
55. Al inicio de 1983 se detectd un brote en una
region geografica restringida, causado por cepas
que tenian diferencias seroldgicas y bioquimicas
importantes de la cepa prototipo. La revacuna-
cion de animales con una vacuna comercial dispo-
nible fue suficiente para controlar la enfermedad.
En 1984 hasta 1986 ocurrié un nuevo brote del
mismo serotipo, en una region geografica extensa
de la Argentina. Durante ese brote se aislaron
y estudiaron dos cepas de campo que luego fueron
incluidas en la vacuna. Una de ellas, la cepa C-84,
fue una variante seroldgica de la cepa prototipo y
su inclusion en la vacuna solo tuvo un efecto li-
mitado en el control de la enfermedad. La inclu-
sion de la cepa C-85, junto con el virus C-84, fi-
nalmente redujo los brotes al nimero cominmente
comunicado.

BROWN, F.

Serological and biochemical analysis of foot-and-
mouth disease virus (serotype C;) isolated in
Argentina between 1981 and 1986

The evolution in the field is described for foot-
and-mouth disease viruses belonging to serotype
Cs in Argentina between 1981 and 1986. During
1981 and 1982 only three isolations of this sero-
type took place, which showed minor serological
and biochemical variations from the prototype
strain C;3 Resende-Brasil/55. At the beginning of
1983 an outbreak was detected in a restricted
geographical region caused by strains which had
important serological and biochemical differences
from the prototype strain. However, revaccination
of the animals with the available commercial vac-
cine was sufficient to control the disease. During
1984 and up to 1986, a new outbreak of the same
serotype took place in an extended geographical
region of Argentina. During this outbreak, two
field strains were isolated, studied and later
included in the vaccine. One of them, strain C84,
was a serological variant of the prototype strain
and its inclusion in the vaccine had only a limited
effect in controlling the disease. Inclusion of the
other representative strain, C85, together with
virus C84 finally reduced the number of outbreaks
to the usual number reported.

Texto en inglés. Vaccine, 6(2}:180-182, 1988. Wellcome Biotechnology Ltd., Pirbright, Surrey GU24

ONQ, UK.
El uso de péptidos para la inmunizacion contra la
fiebre aftosa

El péptido corresporndiente al sitio inmuno-
génico principal de la proteina VP1 del aftovirus
producird una respuesta de anticuerpos neutrali-
zantes protectores en cobayos, bovinos y cerdos.

Use of peptides for immunization against foot-and-
mouth disease

A peptide corresponding to the major immuno-
genic site of the protein VP1 of foot-and-mouth
disease virus (FMDV) will elicit a protective
neutralizing antibody response in guinea-pigs,
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La respuesta es mayor cuando el péptido es pre-
sentado como un dimero lineal o tetramero y los
cerdos que recibieron solo 40ug fueron protegi-
dos contra la infeccion por desafio. Se obtuvo una
respuesta ain mayor cuando e! péptido es presen-
tado como parte de la proteina interna del virus de
hepatitis B. Ademas, la sensibilidad a! péptido en
ratones no susceptibles puede ser estimulada por la
inoculacion simultanea de un epitope de la célula
T adecuado, unido a un péptido del aftovirus.

cattle and pigs. The response is much greater when
the peptide is presented as a linear dimer or
tetramer and pigs receiving as little as 40ug peptide
have been protected against challenge infection.
An even greater response is obtained when the
peptide is presented as part of the core protein of
hepatitis B virus. Moreover, responsiveness to the
peptide in non-responder mice can be stimulated
by the simultaneous inoculation of an appropriate
T-cell epitope linked to the FMDV peptide.

BUONAVOGLIA, C., Di TRANI, L., GRAMENZI, F., ZOLETTO, R, LELLI, R., SCACCHIA, M.
Texto en inglés. J. Vet. Med. B, 35(6):397-401, 1988. In: Vet. Buill., 58(12).7594, 1988. ist. Supe-
riore ci Sanita, Viale Regina Elena, 299, 00161-Roma, italia.

Duracién de la inmunidad en porcinos inoculados
con una vacuna antiaftosa de emulsion oleosa

La duracion de la inmunidad fue medida duran-
te un periodo de siete meses en cerdos vacunados
con una vacuna antiaftosa monovalente inactivada
con formalina v bromoetilenimina, combinada con
un adyuvante oleoso. Se informé un grado de in-
munidad satisfacterio al mes de la posvacuna-
¢idn y los niveles de anticuerpos se mantuvieron
durante el periodo del experimento. La vacuna
también produjo una buena proteccion al desa-
fio, aun después de siete meses tras una dnica
vacunacion.

COSTA GIOMI, M.P., GOMES, |,
SCODELLER, E.A., TORRE, J.L. La.

TIRABOSCHI, B.,

Duration of immunity in swine inoculated with a
monovalent foot-and-mouth disease oil emulsion
vaccine

The duration of immunity was measured for a
period of seven months in pigs vaccinated with a
monovalent foot and mouth disease vaccine inact-
ivated with formalin and bromoethylenimine,
combined with an oil adjuvant. A satisfactory
degree of immunity was recorded at one month
post-vaccination and the antibody levels were
substained for the period under study. The vaccine
also induced a good protection to the challenge
even after seven months following a single adminis-
tration of the vaccine.

AUGE DE MELLO, P., BERGMANN, |.E,,

Texto en inglés. Virology, 162(1):58-64, 1988. Centro de Virologia Animal (CEVAN), Serrano 661,

1414 Cap. Fed., Argentina.
Heterogenicidad del tracto del &cido poliribo-
citidilico en aftovirus: cambios en el tamaiio
del poli{C) de virus recuperados de bovinos infec-
tados persistentemente

Una muestra del aftovirus tipo C3 Resende con
dos tractos de acidos poliribocitidilicos —poli{Cj—
fue clonada en cultivo de tejidos. Un clon de
poli{C) con cerca de 145 nucleétidos (clon 3B),
otro con cerca de 230 nucledtidos (clon 12) y una
mezcla de ambos fue inocuiada por via intralingual
en tres novillos. Se recogieron muestras de los tres
animales durante la fase aguda de la enfermedad,
de la sangre y patas, y de los liquidos esoféagico-
faringeos (LEF) durante varios dias después de la

Heterogeneity of the polyribocytidilic acid tract in
aphthovirus: changes in the size of the poly(C)
of viruses recovered from persistently infected
cattle

A sample of aphthovirus type C3 strain Resen-
de carrying two polyribocytidilic acid —poly(C)-—-
tracts was cloned in tissue culture. One clone with
a poly(C)-rich tract of about 146 nucleotides long
(clone 3B) and another with a poly(C)-rich tract of
about 230 nucleotides long (clone 12) and a
mixture of both were injected intralingually into
three steers. Samples from all three animals were
recovered during the acute phase of the disease,
from the blood and from the feet, and at various
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inoculacién. El analisis de ios ARNs virales de
las muestras positivas por medio de mapas RNase
T1 en geles mono y bidimensionales mostrd:
1} cambios en la moviiidad electroforética del
poli{C) de los virus recuperados de los LEF duran-
te varios periodos después de la infeccion; 2) se-
leccion de poblaciones virales con poli(C) de ta-
mafio aumentado; 3) mas tarde, cambios en las
formas de tos oligonucledtides de virus persisten-
tes. Estas variaciones pueden conducir a la produc-
cion de nuevas cepas con propiedades biologicas
alteradas que contribuyen al mantenimiento y
difusion de estos virus en el campo.

days after inoculation from the oesophageal-
pharyngeal (OP) fluids. Analysis of the viral RNAs
of the positive samples by means of RNase T1
maps on one- and two-dimensional gels showed
(1) changes in the electrophoretic mobility of the
poly(C)-rich tracts of viruses recovered from the
OP fluids at various times after infection; (2)
selection of virus populations with poly({C)-rich
tracts of increased size; (3) later on, changes in
the patterns of oligonucleotides of persistent
viruses. These variations may lead to the produc-
tion of new strains with altered biological proper-
ties that may contribute to the maintenance and
spread of these viruses in the field.

DEVANEY, M.A,, VAKHARIA, V.N., LLOYD, R.E., EHRENFELD, E., GRUBMAN, M.J.
Texto en ingiés. J. Virol.,62(11):4407-4409, 1988. USDA, ARS, Plum Island Animal Disease Center,

P.O.Box 848, Greenport, NY 11944, USA.
La proteina principal del aftovirus es necesaria
para cortar el componente p220 del complejo
proteinico de union de ia cobertura

La supresion de la sintesis de la proteina hués-
ped en células infectadas con poliovirus y otros
picornavirus involucra la inactivacién del complejo
proteinico de union de la cobertura. La inactiva-
cion de este complejo ha sido correlacionada con
el corte proteolitico del p220. Puesto que el ARN
del picornavirus no estd cubierto, continta siendo
iraducido mientras el complejo proteinico de
unioén de la cobertura es inactivado. El corte del
p220 puede ocurrir in vitro, catalizado por extrac-
tos de células infectadas o por translacion de
lisados de reticulocitos del ARN viral. La expre-
sion de la proteasa polioviral 2A es suficiente para
producir el corte del p220 y la presencia en 2A de
una secuencia de 18 aminoacidos representando un
supuesto sitio de la cisteina proteasa activa, se
correlaciona con la habilidad de diferentes picor-
navirus de producir el certe del p220. La inféccion
por aftovirus produce un corte completo del p220,
por lo tanto el genoma del aftovirus codifica para
una prctaina 2A de solo 16 aminoacidos, sin
incluir el sitio de !a cisteina proteasa activa.
Usando plasmideos ADNc que codifican varias
regiones del genoma del aftovirus, se determind
que la proteina principal es necesaria para iniciar

Leader protein of foot-and-mouth disease virus
is required for cleavage of the p220 component of
the cap-binding protein complex

Suppression of host protein synthesis in cells
infected by poliovirus and certain other picorna-
viruses involves inactivation of the cap-binding
protein complex. Inactivation of this complex has
been correlated with the proteolytic cleavage of
p220, a component of the cap-binding protein
complex. Since picornaviral RNA is not capped, it
continues to be translated as the cap-binding
protein complex is inactivated. The cleavage of
p220 can be induced to occur in vitro, catalyzed
by extracts from infected cells or by reticulocyte
lysates translating viral RNA. Expression of polio-
viral protease 2A is sufficient to induce p220
cleavage, and the presence in 2A of ‘an 18-amino-
acid sequence representing a putative cysteine
protease active site correlates with the ability of
different picornaviruses to induce p220 cleavage.
Foot-and-mouth disease virus (FMDV) infection
induces complete cleavage of p220, yet the FMDV
genome codes for a 2A protein of only 16 amino
acids, which does not include the putative cysteine
protease active site. Using cDNA plasmids encod-
ing various regions of the FMDV genome, we have
determined that the leader protein is required to
initiate p220 cleavage. This is the first report
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el corte del p220. Esie es el primer informe

de una funcién para una proteina principal dife-

rente del ccite autocatalitico de la poliproteina

del aftovirus.

of a function for the leader protein, other than
that of autocatalytic cleavage from the FMDV
polyprotein.

DOEL, T.R., GALE, C., BROOKE, G., DIMARCHI, R.
Texto er: inglés. J. gen. Virol., 69(9):2403-2406, 1988. Inst. Anim. Hith, Pirbright, Woking, Surrey

GU24 ONF, UK.
inmunizacién contra la fiebre aftosa con péptidos
sintéticos representando la regibn terminal C
de! VP1

Experimentos de desafio con aftovirus en co-
bayos e inmunoensayos con una serie de péptidos
equivalente a cade una o ambas secuencias 141 a
158 y 200 a 213 del VP1 mostraron que la estruc-
tura mas efectiva, en términos de proteccion, es en
la cual ambos “sitios’’ estaban presentes con un
minimo de aminoacidos adicionales. Un péptido
resicual 80 conteniendo los aminoacidos 134 a
217 fue considerablemente menos efectivo que 40
0 45 péptidos residuales. E! sitio principal para la
induccion de proteccion fue 2n la region 141 a
158. Por lo tanto, la proteccion con el péptido
residuat 40 6 45 no parece deberse a la presencia
del anticuerpo dirigido solo a la secuencia 200 &
213. Finalmente, la produccién de anticuerpo para
el Gitimo sitio parecié depender del tamafio del
péptido y de la disposicion de los “sitios” dentro
de él.

DONALDSON, A.L., LEE, M., SHIMSHONY, A.

Immunization against foot-and-mouth disease with
synthetic peptides representing the C-terminal
region of VP1

Foot-and-mouth disease virus challenge experi-
ments in guinea pigs and immurnoassays with a
range of peptides equivalent to either or both
the sequences 141 to 158 and 200 to 213 of VP1
showed the most effective structure, in terms of
protection to be one in which both ‘sites’ were
present with a minimum of additional amino
acids. An 80 residue peptide comprising amino
acids 134 to 213 was considerably less effective
than 40 or 45 residue peptides. The major site
for the induction of pretection was deduced to be
in the region 141 to 1568. Thus, protection with
the 40 or 45 rasidue peptide did not appear to be
due to the presence of antibody directed solely
to the 200 to 213 sequence. Finally, induction
of antibody to the latter site appeared to be de-
pendent on both the size of the peptide and the
disposition of ‘sites’ within it.

Texto en inglés. Israel J. Vet. Med., 44(2):92-96, 1988. Anim. Virus Res. Inst., Pirbright, Woking,

Surrey GU24 ONF, UK.
Un andlisis computarizado de simulaciéon de una
posible transmision por el aire de aftovirus de
Jordania a Israel

Un anélisis computarizado de simulacion de un
brote real de fiebre aftosa que ocurrid en lIsrael en
marzo-abril de 1985 sugiere que el origen del brote
podria ser una transmision por el aire de la cepa
0, de un brote anterior ocurrido en Jordania.
Seis brotes de fiebre aftosa ocurrieron en Jordania
en enero-marzo de 1985, involucrando bovinos y
caprinos, mientras que los brotes en Israel ocurrie-
ron en marzo de 1985 en ovinos y en abril de 1985

A possible airborne transmission of foot and
mouth disease virus from Jordan to Israel-A
simulated computer analysis

A simulated computer analysiz of an actual
outbreak of FMD which occurred in lIsrael in
March and April 1985 suggests that the crigin of
the lIsraeli outbreak could have been an airborne
transmission of type O, strain from a preceding
outbreak in Jordan. Six outbreaks of FMD oc¢-
curred in Jordan in January-March 1985, involving
cattle ard goats, while FMD outbizaks in Israel
occurred in March 1985 in sheep and in April
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en gacelas. Se conciuyd que cerdos infectados
fueron la probable fuente de infeccion. Jordania
no tiene industria de cerdos pero varios cerdos sal-
vajes son encontrados en el noroeste del pafs.

1985 in gazelles. It was concluded that infected
pigs were the probable source of infection. Jordan
has no pig industry, but many wild boars are
found in north west Jordan.

DOPAZO, J., SOBRINO, F., PALMA, E.L., DOMINGO, E., MOYA, A.
Texto en inglés. Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 85(18):6811-6815, 1988. in: Vet. Bull., 59(6):3288,
1989. Lab. Genético, Univ., c/Dr. Moliner 50, 46100, Burjassot, Valencia, Espafia.

Gene que codifica la proteina VP1 del cépside del
aftovirus: un modelo cuasiespecie de evolucién
molecular

Se construyd un arbol filogenético relacionado
al gene VP1 de 15 aislados de aftovirus de seroti-
pos A, C y O. El 4rbol més parsimonioso mostro

que los subtipos de aftovirus y los aislados dentro -

de los subtipos constituyeron juegos de genomas
relacionados no idénticos, de acuerdo con un mo-
do cuasiespecie de evolucion de este virus. El nud-
mero medio de reemplazo de nucleédtidos por sitio
para todos los pares posibles de los segmentos de
codificacion del VP1 es mayor entre los del sero-
tipo A que entre los serotipos C u O. Al comparar
las secuencias de aminoécidos, los valores del in-
dice de dispersidn (varianza/valor medio) son >1,
siendo los valores més aitos cuando se consideran
todas las secuencias. Esto indica una acumulacién
de mutaciones en un nimero limitado de resi-
duos, y sugiere que las distribuciones de secuencias
flucthan alrededor de puntos de estabilidad eleva-
da. La evolucion del aftovirus sigue un camino
muy distante dei de la estrella filogenio, y no ha
sido posible hacer conclusiones sobre constancia
de tasas de evolucion con la prueba aplicada para
el analisis. Los aftovirus, como los virus de ARN,
son de complejidad genética limitada y sus ta-
mafios de poblacién son muy grandes. Su evolu-
cién se relaciona con mezclas complejas e indeter-
minadas de genoinas mas que con una Unica espe-
cie determinada.

Gene encoding capsid protein VP1 of foot-and-
mouth disease virus: a quasispecies model of
molecular evolution

A phylogenetic tree relating the VP1 gene of 15
isolates of foot-and-mouth disease virus (FMDV)
of serotypes A, C and O was constructed. The
most parsimonious tree showed that FMDV
subtypes and isolates within subtypes constituted
sets of related, nonidentical genomes, in agree-
ment with a quasispecies mode of evolution of this
virus. The average number of nucleotide replace-
ments per site for all possible pairs of VP1 coding
segments is higher among representatives of sero-
type A than serotype C or O. In comparing amino
acid sequences, the values of dispersion index
(variance/mean value) are >1, with the highest
values scored when all sequences are considered.
This indicates an accumulation of mutations at a
limited number of residues, suggesting that distri-
butions of sequence fluctuate around points of
high stability. Evolution of FMDV follows a path
very distant from that of a star phylogeny, and it
has not been possible to derive conclusions on
constancy of evolutionary rates with the test
applied to the analysis. FMDVs, as other RNA
viruses, are of limited genetic complexity and their
population sizes are extremely large. Their evolu-
tion concerns complex, indeterminate mixtures of
genomes rather than a single, determinate species.

FRANCIS, M.J,, FRY, C.M., ROWLANDS, D.J., BROWN, F.
Texto en ingtés. J. gen. Virol., 69(10):2483-2491, 1988. Dep. Virol., Wellcome Biotech. Ltd., Langley

Court, Beckenham, Kent BR3 3BS, UK.
Diferencias cualitativas y cuantitativas de la res-
puesta inmunitaria a antigenos del aftovirus y
péptidos sintéticos

En estudios de inmunizaciéon cruzada usando
antigenos de aftovirus y péptidos sintéticos, de

Qualitative and quantitative differences in the
immune response to foot-and-mouth disease virus
antigens and synthetic peptides

In cross-immunization studies using foot-and-
mouth disease virus {FMDV) antigens and a syn-
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una region dentro de la cobertura de la proteina
viral VP1, se ha demostrado que el virus intacto
sensibiliza el sistema inmunitario del virus intac-
to, de las subunidades virales y del péptido sinté-
tico, pero no el virus desintegrado. El péptido sen-
sibilizard para una respuesta al péptido y a las sub-
unidades virales pero no al virus intacto o al virus
desintegrado. Estudios en poblaciones de anti-
cuerpos en sueros de antivirus y de antipéptidos
demostraron diferencias en la naturaleza de la res-
puesta de anticuerpos de los dos antigenos: Este
resultado se refleja en los estudios de proteccion,
realizados en cobayos inmunizados con particulas
virales o péptidos, donde existe una clara corre-
lacién entre neutralizacion in vitro y proteccion
in vivo tras la inmunizacién con péptidos. Los re-
sultados muestran que existen diferencias cualita-
tivas y cuantitativas importantes en la respuesta
inmunitaria de la particula del aftovirus y el
péptido sintético.

thetic peptide, from a region within virus coat
protein VP1, it has been shown that intact virus
will prime the immune system for intact virus,
virus subunits and synthetic peptide but not for
disrupted virus. Peptide will prime for a response
to peptide and virus subunits but not to intact
virus or disrupted virus. Studies on antibody popu-
jations in anti-virus and anti-peptide antisera de-
tected differences in the nature of the antibody
response to the two antigens. This result is re-
flected in protection studies carriec out on guinea-
pigs immunized with virus particles or peptides
where there is a clearer correlation between in
vitro neutralization and protection in vivo follow-
ing peptide immunization. Results show that there
are major qualitative and quantitative differences
in the immune response to the FMDV particie and
synthetic peptide.

GEBAUER, F., TORRE, J.C. de la, GOMES, I., MATEU, M.G., BARAHONA, H., TIRABOSHI, B.,
BERGMANN, |., AUGE DE MELLO, P., DOMINGO, E.
Texto en inglés. J. Virol., 62(6):2041-2049, 1988. E. Domingo, Centro Biol. Mai., Univ. Autbnoma,

Canto Blanco, 28049 Madrid, Espafia.
Seleccibn genética y antigénica rapida de variantes
de aftovirus durante persistencia en bovinos

Una evolucion rapida de aftovirus ocurrié du-
rante infecciones persistentes en bovinos. El estado
de portador fue alcanzado experimentalmente con
aftovirus serotipe C; purificado en placas. El virus
fue recuperado del area esofagico-faringea de los
animales hasta 539 dias después de la infeccion.
El analisis de las proteinas del capside por electro-
enfocado y por motilidad electroforética del
genoma poli(C) sugirid heterogeneidad en varios
aislados y dominio secuenciai de subpoblaciones
virales. Las secuencias del nucledtido de la region
que codifica el VP1 de los clones parientes del
aftovirus C; y de siete aislados de bovinos porta-
dores mostr6 mutaciones que representaron ta-
sas de fijacion de mutaciones de 0,9 X 102a74
x 1072 substituciones por nucledtido por afio;
59% de los cambios de base l'evaron a substitu-
ciones de aminoacidos, algunos de los cuales esta-
ban localizados dentro de los residuos 135 a 151,

Rapid selection of genetic and antigenic variants
of foot-and-mouth disease virus during persistence
in cattle

Rapid evolution of foot-and-mouth disease
virus (FMDV) occurred during persistent infec-
tions of cattle. The carrier state was established
experimentally with plague-purified FMDV of
serotype Cz. Virus was recovered from the oeso-
phageal-pharyngeal area of the animals up to 539
days after infection. Analysis of capsid proteins
by electrofocusing and by electrophoretic mobility

. of the genomic poly(C)-rich tract suggested

heterogeneity in several isolates and sequential
dominance of viral sub-populations. Nucleotide
sequences of the VP1-coding region of the parental
FMDV C; clones and of 7 isolates from the carrier
cattle showed point mutations that represented
rates of fixation of mutations of 0.9 x 102 to
7.4 x 10°? substitutions per nucleotide per year;
59% of the base changes led to amino acid substi-
tutions, some of which were located within re-
sidues 135 to 151, a region invoived in neutraliza-
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una region involucrada en ia neutralizacion del
aftovirus. En muestras de liquidos esofagico-
faringeos se encontrd actividad neutralizante del
aftovirus C;. Se comprobaron variaciones antigé-
nicas con anticuerpos monoclonales producidos
contra el aftovirus C3. Dos aislados de los bovinos
portadores difirieron del virus pariente por 10% 6
10° veces menos de reaccién con anticuerpos mo-
noclonales neutralizantes. Se sugiere que infeccio-
nes persistentes e inaparentes de rumiantes, ade-
mas de ser un reservorio de virus, pueden provocar
la seleccion rapida de variantes antigénicas de
aftovirus.

tion of FMDV. In the oesophageal pharyngeal
fluid samples, FMDV C;-neutralizing activity was
present. Antigenic variation was detected with
monocloral antibodies raised against FMDV Cj.
Two isolates from carrier cattle differed from the
parental virus by 102- or 10°-fold decreased re-
activity with neutralizing monocional antibodies.
It is suggested that persistent, inapparent in-
fections of ruminants, in addition to being a
reservoir of virus, may promote the rapid selection
of antigenically variant FMDVs.

GIRAUDO, A.T., GOMES, |., AUGE DE MELLO, P., BECK, E., TORRE, J.L. La, SCODELLER, E.A.,

BERGMANN, I.E.

Texto en inglés. J. Virol., 62(10):3759-3794, 1988. Centro Virol. Anim. (CEVAN), Serrano 661,

1414 Cap. Fed., Argentina.
Comportamiento de rzcombinantes intertipos en-
tre cepas de aficvirus virulentas y atenuadas en
cultivo celular y en bovinos

Se usaron dos recombinantes intertipos de afto-
virus entre la cepa virulenta A Venceslau y mutan-
tes atenuvadas reristentes a la guanidina de las ce-
pas C3 Resende u O1 Campos para establecer la
region(s) del genoma viral responsable por la ate-
nuacion en bovinos. Los recombinantes que here-
daron la mitad 3’ del genoma de cada pariente ate-
nuado y la mitad 5’ de la cepa virulenta fueron se-
leccionados y examinados para determinar su habi-
iidad de crecimiento en células de bovino v para su
virulencia en bovinos. Los resultados concuerdan
con un resultado previo, derivado de estudios con
recombinantes homotipos entre aftovirus atenuado
de tipo O1 y su cepa virulenta original, que la res-
triccidn fenotipica del huésped para las células de
rindn de feto bovino de la cepa atenuada es here-
dada del genoma de la mitad 3°. Para los recombi-
nantes intertipos, sin embargc, esta restriccion es
aumentada, probablemente por ia presencia de una
mitad 5’ heterbloga de la regién gendmica. Los re-
sultados in vitro concuerdan con los de las pruebas
de virulencia en bovinos.

Behavior of intertypic recombinants between
virunlent and attenuated aphthovirus strains in
tissue culture and cattle

Two aphthovirus intertypic recombinants be-
tween the virulent stra:n A Venceslau and guani-
dine-resistant attenuated mutants of either strain
C3 Resende or O1 Campos were used to establish
the region(s) of the viral genome responsible for
attenuation in cattle. Recombinants that inherited
the 3’ half of the genome from either attenuated
parent and the 5 half from the virulent strain were
selected and examined for their ability to grow in
bovine celis and for virulence in cattie. The results
support a previous result, derived from studies
with homotypic recombinants between attenuated
aphthovirus type O1 and its original virulent
strain, that the host range restriction phenotype
for fetal bovine kidney cells of the attenuated
strain is inherited from the 3’ half of the genome.
For the intertypic recombinants, however, this
restriction is increased, presumabiy by the pres-
ence of a heterologous 5’ haif of the genomic
region. The results in vitro correlate with-those of
virulence tests in cattle.
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GRIGUERA, P.R., TISMINETZKY, S.G., LEBENDIKER, M.B., PERIOLO, O.H.,, TORRE, J.L. La.
Texto en inglés. Virology, 165(2):584-588, 1988. Centro Virol. Anim. (CEVAN-CONICET), Serrano

661, 1414 Cap. Fed., Argentina.
Presencia de un polipéptido 43-kDa en aftovirio-
nes purificados ‘

Un polipéptico celular 43-kDa (P43) que emi-
gra junto con la actina de la célula huésped por les
pruebas SDS-PAGE e isoelectroenfocado en geles
esté asociado a las particulas 140 S del aftovirus
purificadas de células BHK21 marcadas con metio-
nina (35S) antes de la infeccion. El anélisis por ul-
tracentrifugacién de los viriones desintegrados de-
mostrd que el ~olipéptido P43 no esta asociado a
los VP1-2 y contiene subunidades 12 S pero per-
manece, como el polipéptido viral P4, en la parte
alta de los gradientes de sacarosa. Ademds, ia yodi-
nacion in vitro o el tratamiento con tripsina rnues:
tran que el P43 esta protegido de la accion de am-
bos procedimientos y, por lo tanto, apoya la hipo-
tesis de que el polipéptido P43 de la célula hués-
ped est4 localizado dentro de las particulas virales.

Presence of a 43-kDa hostceil polypeptide in
purified aphthovirions

A 43kDa cellular polypeptids (P43), which
comigrates with host-cell actin in both SDS-PAGE
and isoelectrofocusing siab gels, was found as-
sociated to 140 S aphthoviral particles purified
from BHK 21 cells labeled with (>°S) methionine
prior to infection. Ultracentrifugation analysis of
disrupted virions demonstrates that polypeptide
P43 is not associated to VF1-3 containing 12 S
subunits but remains, like viral polypeptide VP4,
at the top of the sucrose gradients. In addition,
in vitro iodination or trypsin treatment show that
P43 is protected from the action of both proce-
dures and therefore supports the hypothesis that
host-cell polypeptide P43 is located within the
viral particles.

LIEBERMANN, H., THALMANN, G., NOCKLER, A., FELFE, P.
Texto en aleman. Arch. Exper. Vet., 42(4): 528-536, 1983. In: Vet. Buil., 59(4)2107, 1989. Insei

Riems, DDR-2201, German Democratic Repubiic.
Correlaciones entre la dosis de antigeno 146S y el
titulo de anticuerpos en bovinos y porcinos
vacunados contra la fiebre aftosa

Durante el registro oficial de las series de vacu-
na monovalentes O;-Lausanne, A;s-Riems y C;-
Teterow, se establecieron las correlaciones entre el
nivel del antigeno 146S en una dosis y el titulo de
anticuerpo de bovinos 14 dias después de la vacu-
nacién, asi como la masa viral minima necesaria
para el registro oficial y aceptacion de la vacuna.
Las pruetias también fueron aplicadas a las vacunas
de emulsién oleosa con adyuvante de hidroxido de
aluminio. Se establecieron las correlaciones y las
dosis minimas de antigeno preliminares por la
prueba de neutralizacion en placas, también en
cerdos.

Correlations between 146S antigen dose and anti-
body titre in cattle and pigs vaccinated against
foot and mouth disease

During state registration of monovalent O,-
lausanne, As-Riems, and C,-Teterow production
vaccine batches, correlations between the 146S
antigen level in one dose and the antibody titre
of cattle 14 days after vaccination were estab-
lished as was the minimum virus mass required for
state registration and acceptance of the vaccine.
Tests were also applied to oil emulsion vaccines
with aluminium hydroxide adjuvant, and correla-
tions as well as preliminary minimum antigen
doses were established by the plaque neutraliza-
tion test, also in pigs.
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LLOYD, R.E., GRUBMAN, M.J., EHRENFELD; E.

Texto en inglés. J. Virol., 62(11):4216-4223, 1988. Dep. Cell, Viral and Molec. Biol., Biochem., Univ.
ot Utah School of Medicine, Salt Lake City, Utah 84132, y USDA, ARS, Plum Island Animal Disease

Cen:er, P.O.Box 848, Greenport, NY 11944, USA.
Relacion del corte del p200 durante la infeccién
con virus picorna con la 2A proteinasa de
secuencia

La infeccion de células HelLa con poliovirus in-
hibe de forma abrupta la sintesis de la proteina
de la célula huésped. Se piensa que el mecanismo
de esta inhibicion involucra el corte proteolitico
del componente p220 del complejo proteico de
unién de la cobertura, y de esa forma causa inac-
tivacién funcional del compiejo proteico de unidr
de la cobertura v previene mARNs cubiertos de
unir ribosomas. Los datos actuales sugieren que la
proteinasa 2A indirectamente produce el corte del
p220 por aiteracion o inactivacién de una segunda
proteinasa de origen celular. Actualmente hemos
evidenciado que la translacion de las secuencias de
la proteinasa 2A del poliovirus in vitro -activa el
corte del p220. También hemos publicado sobre
‘ac secuencias del aminoacido 2A del picornavirus
para homologia maxima, y mostramos que {os
picornavirus pueden ser divididos en dos clases, ba-
sados en la presencia o ausencia de una secuencia
altamente conservada de 18 aminodacidos en la por-
cion terminal carboxi del 2A.Esta secuencia con-
servada de 2A es homologa con el sitio activo de la
proteinasa cisteina 3C comdn a todos los picorna-
virus. Demostramos que los picornavirus que con-
tienen el sitio supuesto de la secuencia activa 2A
(esto es, enterovirus y rinovirus) inducirdn el ¢orte
del p220 in viva. Al contrario, demostramos que
dos cardiovirus (virus de encefalomiocarditis vy
virus de encefalomielitis Theiler) no codifican |z
secuencia supuesta de proteinasa en la region 2A y
no provocan el corte del p220 in vivo. La secuen-
cia 2A del aftovirus representa una anulacidn apa-
rente y consiste de solo 16 aminocacidos, la mayo-
rfa de los cuales homologos con el terminal carbo-
xi de la secuencia 2A del cardiovirus. No contiene

el sitio supuesto de la cisteina proteinasa. Sin-

embargo, la infeccion por aftovirus provoca el cor-
te compiato del p220 de las células BK, y la trans-
lacion in vitro del ARN del aftovirus produce una

Relationship of p220 cleavage during picorna-

~virus infection to 2A proteinase sequencing

Infection of Hel.a cells by poliovirus results in
an abrupt inhibition of host cell protein synthesis.
It is thought that the mechanism of this inhibi-
tion involves proteolytic cleavage of the p220
component of the cap-binding protein complex,
theteby causing functional inactivation of the
cap-binding protein complex and preventing cap-
ped (celluliar) mRNAs from binding ribosomes.
Current data suggest that the viral proteinase 2A
indirectly induces p220 cleavage via alteration or
activation of a second proteinase of cellular origin.
We' present evidence that translation of poliovirus
proteinase 2A sequences in vitro activates p220
cleavage. We have also aligned published picorna-
virus 2A amino acid sequences for maximum
homology, and we show that the picornaviruses
can be divided into two classes based on the
presence or absence of a highly conserved 18-
amirio acid sequence in the carboxy-terminal
portion of 2A. This conserved 2A sequence is
homologous with the active site of the cysteine
proteinase 3C common to all picornaviruses. We
show that picornaviruses which contain the put-
ative 2A - active site sequence (e.g., enteroviruses
and rhinoviruses) will induce cleavage of p220
Conversely, we show that two cardio-
viruses (encephalomyocarditis virus and Theiler’s
encephaiomyelitis virus) do not encode this put-
ative proteinase sequence in the 2A region and do
not induce cleavage of p220 in vivo. The foot-and-
mouth disease virus (FMDV) 2A sequence re-
presents an apparent deletion and consists of only
16 amino acids, most homologous with the
carboxy terminus of the cardiovirus 2A sequence.
It does not contain the putative cysteine protein-
ase active site. However, FMDYV infection induces
complete cleavage of BK cell p220, and transla-
tion of FMDV RNA /n vitro induces and activity

in vivo.

that cleaves Hela cell p220. The data predict that
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actividad que corta el p220 de las células Hela.
Los datos predicen que una proteasa viral alternati-
va del aftovirus es responsable por provocar el
corte dei p220.

an alternate FMDV viral protease is responsibie for
the induction of p220 cleavage.

MATEU, M.G., SILVA, J.L. da, ROCHA, E., BRUM, D.L. de, ALONSO, A,, ENJUANES, L.,

DOMINGO, E., BARAHONA, H.

Texto en inglés. Virology, 167(1):113-124, 1988. Centro Biol. Mol., Univ. Auténoma, Canto Blanco,

28049 Madrid, Espaiia.
Heterogenicidad antigénica extensa de! aftovirus
serotipo C

La antigenicidad de 46 aislados de campo de
aftovirus del serotipo C fue examinada usando 24
anticuerpos monoclonales (MAbs) preparados con-
tra los aftovirus C; o Cy Indaial. Las reacciones
fueron estudiadas por inmunodot, blot inmuno-
wransferencia y neutralizacion de la infecciosidad.
Los epitopes reconocidos por los 10 MAbs no neu-
tralizantes son conservados en todos los aislados
analizados. Al contrario, se ha informado una ex-
trema heterogenicidad antigénica con referencia
a la reaccion con 14 MAbs que, en esta base, de-
finen por lo menos 12 epitopes involucrados en la
neutralizacion del aftovirus del serotipo C. Los 31
aislados de América del Sur fueron divididos en 17
grupos antigénicos bien definidos y los 15 aislados
de Europa en 7 grupos. No hubo correspondencia
entre la composicion antigénica y el origen —lugar
y fecha de aislamiento— de los virus en varias oca-
siones. Se muestra heterogenicidad antigénica en-
tre los aftovirus intimamente relacionados epide-
mioldgicamente. En la mayoria —pero no en
todos— de los casos examinados, se encontrd una
buena correlacién entre la unidén de un MAb neu-
tralizante a viriones y su habilidad para neutrali-
zar {a infecciosidad. Se concluye que la variacion
de epitopes involucrados en la neutralizacion del
aftovirus es amplia entre !os subtipos del serotipo
C y también entre los aislados individuales de un
subtipo.

MEBUS, C.A., SINGH, E.L.

Extensive antigenic heterogeneity of foot-and-
mouth disease virus of serotype C

The antigenic behaviour of 46 field isolates of
foot-and-mouth disease virus (FMDV) of serotype
C has been studied with a panel of 24 monoclonal
antibodies {MAbs) prepared against FMDV C; or
FMDV C; Indaial. Reactivities were. assayed by
immunodot, immunoelectrotransfer blot, and neu-
tralization of infectivity. The epitopes recognized
by the 10 nonneutralizing MAbs are conserved in
all isolates analyzed. In contrast, extreme antigenic
heterogeneity is documented with regard to re-
activity with 14 MADs that, on this basis, define
at least 12 epitopes involved in neutralization of
FMDV of serotype C. The 31 isolates from South
America were divided into 17 distinct antigenic
groups and the 15 isolates from Europe into 7
groups. Lack of correspondence between antigenic
composition and the origin —date and place of
isolation— of the viruses was noted in soveral
instances. Antigenic heterogeneity is shown among
epidemiologically closely related FMDVs. In most
—but not all— cases tested, a good correlation was
found between binding of a neutralization MAD to
virions and its ability to neutralize infectivity. It
is concluded that variation of epitopes involved
in neutralization of FMDV is extensive among
subtypes of serotype C and also among indi-
vidual isolates of one subtype.

Texto en inglés. Proc. of the US. Anim. Hith Assoc., 92:183-185, 1988. Agric. Serv., Plum Island
Anim. Dis. Center, P.O.Box 848, Greenport, NY 11944, USA.

Ausencia de transmisién de la fiebre aftosa por
transferencia de embriones bovinos

Se recolectaron embriones y/o dvulos sin ferti-
lizar de 30 vacas superovuladas que habian sido

Failure to transmit foot-and-mouth disease via
bovine embryo transfer

Embryos and/or unfertilized ova were collected
from 30 superovulated cows that had been inocu-
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inoculadas por via intravenosa con aftovirus, apro-
ximadamente 22 horas antes del sacrificio. Duran-
te el sacrificio, 28 vacas estaban virémicas. El afto-
virus fue aislado del fliido de embriones recolecta-
dos de 8 vacas donantes, inciuyendo uno de vacas
no virémicas. 149 embriones lavados con zona peIu-
cida intacta fueron implantados en 111 vacas sus-
ceptibles y 194 embriones lavados rechazados y/o
ovulos sin fertilizar fueron sonicados e inyectados
por via intradermolingual en novillos. Todos !os
novitlos y las vacas receptoras permanecieron sero-

l6bgicamente negativos para anticuerpos de ‘aftovi- -

rus. Quince terneros nacidos de las vacas implah-
das fuercn seroldgicamente negativos a la fiebre af-
tosa, el dia del nacimiento y a los 30 dias de edad.
Se sugiere que la tasa pobre dé concepcién puéde
haber ocurrido debido a que los embriones obteni-
dos eran de donantes febriles. ' o

PFAFF, E., THIEL, H.J., BECK, E., STROHMAIER,
Texto en inglés. J. Vll'0| 62(6):2033- 2040 1988

berg, German Federal Republic.

Andlisis de epitopes neutralizantes sobre aftovirus’

Para la investigacion de la estructura del:deter-
minante antigénico del aftovirus se caracterizaron
anticuerpos monoclonales neutralizantes (MAbs)
contra el virus completo por Western blot (inmu-
noblot), inmunoensayo enzimatito y experimentos
de competicion con un péptido sintético, aislado
de la proteina estructural VP1, y particulas virales
como antigenos. Dos de los cuatro MAbs reaccio-
naron con cada uno de estos antigenos, mientras
gue los otros dos MAbs reconocieron solo particu-
las virales completas y reaccionaron pcbremente
con el péptido. Los cuatro MAbs mostraron dife-
rentes modelos de neutralizacion con un panel de
11 cepas de aftovirus diferentes. Las secuencias
de proteinas VP1 derivadas de ADNc de las cépas
fueron comparadas para encontrar correlacidnes
entre la estructura primaria de la proteina y la Ha-
bilidad del virus de ser neutralizado. Los primeros
dos MADs reconocieron epitopes secuenciales su-
perpusstos en el sitio antigénico representado por
el péptido, mientras que los otros dos MAbs reco-
nocieron epitopes conformacionales. Estas conclu-
siones fueron apbyadas y extendidas por los anali-

lated intravenously with foot and mouth disease
(FMD) virus' approximately 22 hours before
slaughter At the time of slaughter, 28 cows were
viraemic. 'FMD virus was isolated from embryo
collection_ fluid from 8 donor cows including one
of the nori-viraemic cows. 149 washed zona pel-
lucida intact embryos were implanted in 111 FMD
susceptible recipients and 194 washed ‘rejected
embryos and/or unfertilized ova were sonicated
and injected intradermal-tingually into steers. All
of the steers and recipient cows remained sero-

‘|logically negative for FMD wvirus antibody. Fifteen

calves ‘born to the implanted  cows. were FMD
serologically negative at birth and when 30 days
old.- It is suggested that the poor conception rate
may have been because the embryos were obtained
frorm febrile donors. :

K:, SCHALLER, H.-
Microbiol, Zentrum Mol. Biol., Univ., 6900 Heidel-
Analys|s of neutralizing epitopes on foot-and-
mouth disease virus )
“For the investigation of the antigenic deter-
minant structure of foot-and-mouth disease virus
{FMDV), neutralizing monoclonal - antibodies
(MAbs) against complete virus were characterized
by Western blot :(immunoblot), enzyme immuno-
assay, ‘and competition experiments with .a syn-
thetic peptide, isolated coat protein VP1, and
viral particles as antigens. Two of the four MAbs
reacted with each of these antigens, while the
other two MADbs recognized only complete viral

" particles and reacted only very poorly with the

peptide. The four MAbs showed different neu-
tralization patterns with a panel of 11 different
FMDV strains. cDNA-derived VP1 protein se-

-quences of the different strains were compared to

find' correlations between the primary structure
of the protein and the ability 6f virus to be neu-
tralized. Based on this analysis, it appears that the
first two MADbs recognized overlapping sequential
epitopes in the known antigenic site represented
by the peptide, whereas the two other MADbs
recognized conformational epitopes. These conclu-
sions were supported and extended by structural
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sis de la estructura de las mutantes de aftovirus re-
sistentes a la neutralizacion por un MAb especifico
para el epitope conformacional. Estos resultados
muestran que no ocurrieron camnbios del amino-
4cido en el sitio antigénico primario dei VP1 pero
si en las otras proteinas estructurales VP2 y VP3,
que por si mismas no producen anticuerpos
neutralizantes.

ROSSI, M.S., SADIR, A.M., SCHUDEL, A.A,, PALM

Texto en inglés. Arch. Virol., 99(1/2):67-74, 198
en Ciencias Veterinarias, INTA, Casilia de Correo 77,
Deteccion de aftovirus con sondas de ADN en
liquidos esofégico-faringeos de bovinos

Se compararon las técnicas de infecciosidad e
hibridizacion dotblot para la deteccion de aftovi-
rus en fquidos esofdgico-faringeos (LEF) de vacas
infectadas experimentalmente. La sonda usada in-
cluye la secuencia de la polimerasa viral que permi-
te revelar los tres tipos de virus {A, O y C) con sen-
sibilidad equivalente. El virus fue detectado por hi-
bridizacion dotblot asi como por infecciosidad, de
acuerda con el andlisis de la muestra de LEF ex-
trafda a los siete dias posinfeccion. No fue posible
recuperar virus infeccioso de algunas muestras ex-
traidas a los 180 y 560 dias posinfeccion, aunque
el ARN viral especifico fue detectado por hibri-
dizacién dotblot. Esto indicaria la presencia de
una alta tasa de mutantes virales no infecciosas
en bovinos portadores de aftovirus. Estos resulta-
dos enfatizan la utilidad de las técnicas de hibridi-
zacién molecular para investigar el estado de por-
tador de aftovirus.

analyses of FMDV mutants resistant to neu-
tralization by an MAb specific for a conformation-
al epitope. These results demonstrate that no
amino acid exchanges had occurred in the primary
antigenic site of VP1 but instead in the other coat
proteins VP2 and VP3, which by themselives do
not induce neutralizing antibodies.

A, E.L.
8. Instituto de Virologia, Centro de Investigaciones
1708 Mordn, Prov. de Buenos Aires, Argentina.
Detection of foot-and-mouth disease virus with
DNA probes in bovine esophageal-pharingeal fluids
Infectivity and dot-blot hybridization tech-
niques were compared for the detection of FMDV
in esophageal-pharingeal fluid from experimentally
infected cows. The probe used includes the viral
polymerase sequence which allows the detection
of the three types of virus (A, O and C) with
equivalent sensitivity. Virus was detected by dot-
blot hybridization as well as by infectivity, accord-
ing to sample analysis of esophageal-pharingeal
fluids extracted seven days post-infection. It was
not possible to recover infective virus from some
samples extracted at 180 and 560 days post-in-
fection, although specific viral RNA was detected
by dot-blot hybridization. This could indicate
the presence of a high ratio of non-infective viral
mutants in FMDV carrier cattle. These results
emphasize the usefulness of molecular hybridiza-
tion techniques for FMDV carrier-state detection.

SADIR, A.M., SCHUDEL, A.A., LAPORTE, O., BRAUN, M., MARGNI, R.A.

Texto en inglés. Epid. Infect., 1
gaciones en Ciencias Veterinarias,
Argentina.

Respuesta de vacunas antiaftosa en terneros recién
nacidos. Influencia de la edad, anticuerpos calos-
trales y adyuvantes

Se prepararon vacunas oleosas y acuosas con la
misma partida del aftovirus inactivado A4 8345.
Los terneros nacidos de vacas vacunadas, a los 30 6
90 dias post-parto no respondieron a la vacuna
acuosa. Cuando se uso la vacuna oleosa en un gru-
po similar de terneros, no aparecieron respuestas

00(1):135-144, 1

988. Departamento de Virologia, Centro de Investi-

INTA, Casilla de Correo 77, 1708 Morén, Prov. de Buenos Aires,

Response to foot-and-mouth disease vaccines in
newborn calves. Influence of age, colostral anti-
bodies and adjuvants

Oil-emulsified (OE) and aqueous (Aq) vaccines
were prepared with the same batch of inactivated
A,s 8345 foot and mouth disease virus (FMDV).
Calves born to vaccinated dams did not respond to
the Aq vaccine 30 or 90 days post partum. When
the OE vaccine was used on a similar group of
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hasta fos 21 dias post-parto. Sin embargo, los ter-
neros de 30 o mds dias de edad, con la vacuna
oleosa tuvieron una respuesta similar a los bovinos
adultos. Cuando se usd vacuna oleosa en terneros
de 3-30 dias de edad libres de anticuerpos calostra-
les, todos los anirnales mostraron buenas respues-
tas de anticuerpos, pero en terneros vacunados a
los 3 6 7 dias post-parto, solo se detectaron anti-
cuerpos después de un periodo de tiempo conside-
rable. Los resultados muestran que la adquisicion
pasiva de anticuerpos calostrales y la edad son im-
portantes en la respuesta de terneros muy jovenes
a la vacuna antiaftosa oleosa. Desde un punto de
vista practico, en las areas endémicas donde los
bovinos aduitos son periddicamente vacunados, la
vacunacion de terneros entre 30 y 60 dias post-
parto con vacunas oleosas podria llevar a niveles
elevados de proteccion del rebafio.

calves, no responses were elicited up to 21 days
post partum. However, calves 30 or more days old
responded like aduit cattle to the OE vaccine.
When the OE vaccine was used in colostral anti-
body-free calves 3-30 days old, all animals showed
good antibody responses but, in calves vaccinated
3 or 7 days post partum, antibodies were detect-
able oniy after a considerable period of time. Our
results show that both passively acquired colostral
antibodies and age are important in the response
of very young calves to FMDV oil vaccines. From
a practical point of view, in endemic areas where
adult cattle are periodically vaccinated, vaccina-
tion of calves between 30 and 60 days post partum
with OE vaccines would lead to high levels of herd
protection. )

SAMARA, S.1., PINTO, A.A., ABUHAD, T.G., KOSEKI, |, GONCALVES, E.I., MANO FILHO, A.C.
Texto en inglés. Rev. Fac. Med. Vet. Zootec., Univ. S.Paulo, 24(1):35-40, 1987. In: FMD Bull., 27(3}):
89/61, 1989. Faculdade de Ciencias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil.

Persistencia de anticuerpos calostrales contra el an-
tigeno VIA y anticuerpos neutralizantes produci-
dos por infeccion natural con aftovirus en terneros
(Bubaius bubalis} de India

Fueron estudiados anticuerpos contra el anti-
geno VIA vy anticuerpos seroneutralizantes del af-
tovirus en 32 terneros de bifalos de India sin va-
cunar. Los niveles de anticuerpos del antigeno VIA
fueron encontrados por inmunodifusion doble en
76,6%, 30% vy 6,2% de los animales a fos 3,5,4,5 y
5,5 meses edad, respectivamente. Anticuerpo con-
tra el antigeno VIA no fue mas detectado a los
7.5, 8,5 y 9,6 meses de edad. Se estudiaron los ni-
veles de anticuerpos seroneutralizantes en 12 de
los 32 animales, a los 3,5 meses de edad, los anti-
cuerpos seroneutralizantes para los virus Oy,
A, 4 y C; fueron encontrados en 83,3%, 83,3% y
65,6% de 'as muestras, respectivamente. A los
5,5 meses de edad los anticuerpos seroneutralizan-
tes se encontraron contra los tres tipos solo en
20% de los animales y no se detectaron a los 7,5
meses de edad. A los 21 dias después de un brote
en bovinos, cuando 1os terneros de bufalo tenian

Persistence of colostral antibodies against virus-
infection-associated (VIA) antigen and virus neu-
tralizing antibodies induced by natural infection
with foot-and-mouth disease virus in Indian
(Bubalus bubalis) calves

Antibody  against  virus-infection-associated
{VIA) antigen and neutralizing serum antibody to
foot-and-mouth disease virus were studied in 32
non vaccinated Indian buffalo calves. Antibody
levels against VIA antigen were detected by double
immunodifusion in 76.6% of the animals at 3.5,
30% at 4.5 and 6.2% at 5.5 months of age. Anti-
body against VIA antigen was no ionger detectable
at 7.5, 8.6 and 9.5 months of age. Neutralizing
serum antibody levels were studied in 12 of 32
animals. At 3.5 months of age neutralizing serum
antibody for O, A;4 and C; virus were found
respectively in 83.3%, 83.3% and 65.6% of
samples. At 5.5 months of age neutralizing serum
antibody was present against the three types
only in 20% of the animals and was not detected
at 7.5 months of age. Twenty one days after the
outbreak in cattle when the buffalo calves were
12,5 months old antibody against VIA antigen was
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12,5 meses de edad, se encontrd nuevamente
anticuerpos contra el antigeno VIA en 20 de lus
32 (62,5%) animales. Los anticuerpos seroneutra-
lizantes fueron encontrados en 63,3% de los ani-
males contra el tipo A y 16,6% contra los tipos
01 Yy C3.

against detected in 20 of 32 (62.5%) of the ani-
mals. Neutralizing serum antibody was found in up
to 63.3% of animals against type A and 16.6%
against types O; and Cj. '

STAVE, J.W., CARD, J.L.,, MORGAN, D.O., VAKHARIA, V.N.
Texto en inglés. Virology, 162(1):21-29, 1988. USDA, Plum Island Animal Disease Center, P.O.Box

848, Greenport, NY 11944, USA.
Sitios de neutralizacion del aftovirus tipo O1 defi-
nidos por anticuerpns monoclonales y por varian-
tes resistentes a la neutralizacibn por monoclonales
Se obtuvieron anticuerpos monocionales
(MAbs; de ratones infectados con aftovirus tipo
O1 Brugge {(O1B) o inmunizados con viriones
inactivados (140 S), o subunidades virales (12 S).
Se caracterizé un total de 19 MAbs neutralizantes
de los cuales 17 reconocieron epitopes de amino-
scidos en 21 VP1 aislado. Los MAbs neutralizantes
fueron usados para seleccionar variantes antigéni-
cas de aftovirus O1B. Basados en neutralizacién
cruzada y pruebas de uniéon con MADs, las varian-
tes fueron divididas en grupos discretos demostran-
do la presencia de tres sitios Unicos de neutraliza-
cion en el aftovirus O1B. Un sitio estaba presente
solo en el viriones intactos 140 S, un segundo esta-
ba presente en los viriones 140 S y en las subunida-
des 12 S, y un tercer sitio estaba presente en los vi-
riones 140 S, en las subunidades 12 Sy enel VvP1
aislado. La comparacion de la secuencia de acido
nucleico deducido del aftovirus O1B con el de las

variantes de O1B demostrd que el epitope reco-.

nocido por el reaccionante VP1, MADbs-neutralizan-
te, incluyd los residuos de los aminoacidos 138,
144 y 148. Pruebas de neutralizacion cruzada de-
mostraron que estos tres sitios de neutralizacion
del aftovirus O1B funcionar: en otras cepas del
tipo O1 del aftovirus.

Neutralization sites of type O1 foot-and-mouth
disease virus defined by monoclonal antibodies
and neutralization-escape virus variants
Monoclonal antibodies (MAbs) were derived
from mice infected with foot-and-mouth disease
virus type O1 Brugge (FMD O1B) or immunized
with inactivated virions (140 S) or viral subunits
{12 S). A total of 19 neutralizing MAbs were
characterized of which 17 recognized conforma-
tionally determined epitopes and two recognized
amino acid sequences on isolated VP1. Neutraliz-
ing MAbs were used to select antigenic variants of
FMDV O1B. Based on cross-neutralization and
pinding assays with MADbs the variants were
divided into discrete groups demonstrating the
presence of three unique neutralization sites on
EMDV O1B. One site was present only on intact
140 S virions, a second was present on both
140 S virions and 12 S subunits, and the third was
present on 140 S virions, 12 S subunits, and iso-
lated VP1. Comparison of the deduced nucleic

-acid sequence of parental FMDV 018 with those

of the O1B variants demonstratad that the epitope
recognized by the VP1-reactive, neutralizing MAbs
included amino acid residues 138, 144 and 148.
Cross-neutralization assays demonstrated that
these three neutralization sites of FMDV 018
function on other type 01 strains of FMDV.

WESTBURY, H.A., DOUGHTY, W.J,, EORMAN, AJ., TANGCHAITRONG, S., KONGTHON, A.
Texto en inglés. Vet. Microbiol., 17(1):21-28, 1988. CSIRO, Anim. Hith Lab., P.O.Bag 24, Geelong,

Vic. 3220, Australia.
Comparacién de las pruebas de ELISA, fijaci6n
del complemento y el aislamiento de virus para el
diagnbstico de la fiebre aftosa

Se examiné un total de 205 muestras de tejido
epitelial, para la presencia de aftovirus, por las

A comparison of enzyme-linked immunosorbent
assay, complement fixation and virus isolation for
foot and mouth disease diagnosis

A total of 205 epithelial tissue samples were
examined for the presence of foot and mouth
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pruebas de fijacion del complemento (FC), ELISA

/o aislamiento de virus en tiroide de bovino o
cuitive de células de rifion. El virus fue aislado en
134 {67%) de 201 de las muestras, y se las de-
nomind muestras de virus positivas. La prueba
de FC detectd antigeno viral en 30 (24%) de las
123 muestras de virus positivas, mientras que por
la prueba de ELISA se detecté 100 (81%) de estas
muestras. La prueba de ELISA fue'por lo menos
tres veces mas eficiente que la prueba de FC en
comprobar el virus en muestras de tejido epite-
lial. Hubo cinco muestras de las ¢uales el virus no
fue aislado pero que fueron positivas por la prueba
de ELISA. Esta prueba fue especialmente ventaio-
sa para examinar las muestras de cerdos y.para

evaluar muestras de animales con lesiones curadas.’

La prueba de ELISA dio resuitados del tipo de
virus especificos en 89% de los 63 casos de virus
positivo, comparado con los 40% que dio la

prueba de FC. Por lo tanto, la prueba de ELISA

fue un método muy Qtil, preciso y sensible pai"a
pruebas directas de tejidos epiteliales de animales
afectados. ' ’

disease virus by either the complement-fixation
(CF) test, enzyme-linked immunosorbert assay
(ELISA) and/or by virus isolation in bovine
thyroid or kidney cell cuitures. The virus was
isolated from 134 of the 201 (67%) specimens.
Samples, from which virus was isolated, were
termed virus positive samples. The CF test de-
tected viral antigen in 30 (24%) of 123 virus-
positive samples, whereas the ELISA detected
it in the 100 (81%) of these specimens. The
ELISA was thus at least 3 times more efficient
than the CF test in detecting the virus in epi-
thelial-tissue samples. There were 5 samples
from which virus was not isolated but which
were positive with the ELISA procedure. The
ELISA was particularly useful for testing samples
from pigs and for assessing specimens from animals
with resolving lesions. The ELISA gave virus
type-specific results in 89% of 63 virus-positive
cases compared to 40% for the CF test. The
ELISA was thus a very useful, accurate and sen-
sitive method for the direct testing of epithelial
tissues of affected animals.
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BOLETIN DEL CENTRO PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA
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El BOLETIN del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa es una revista trimestral, bilingtie (espafiol 2
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cacién del lugar donde deben ser incluidos.’
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se reserva el derecho de aprobar las traducciones.

6. E| Comité Editorial se reserva también el derecho de aceptar o rechazar la publicacion de un trabajo,
asi como de realizar cualquier modificacién editorial, como ser: la condensacidn u omisién de parte del
texto, cuadros, ilustraciones o anexos. Los originales no se devuelven en ningan caso.
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Dr. Vicente M. Astudillo, Jefe de Asistencia Técnica
Dr. Jaime Estupifian A., Epidemidlogo



70 Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa 55

PAN-AMERICAN FOOT-AND-MOUTH DISEASE CENTER BULLETIN

INVITATION TO CONTRIBUTORS
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