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VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO PARA CERDOS.
1. VACUNA DE EMULSION DOBLE APLICADA POR DIFERENTES VIAS

P, Augé de Mello' ; Ivo Gomes*

RESUMEN

La inmunidad contra la fiebre aftosa obtenida
en cerdos jévenes con vacuna oleosa de emulsion
doble, utilizando antigenos sin concentraciéon ni
purificacién, fue satisfactoria hasta 110 dias post-
vacunacion (DPV), por cualquiera de las vias sub-
cutdnea, intramuscular o intraperitoneal, no mos-
trando diferencia significativa con la vacuna de
emulsion primaria aplicada por via subcutdnea.
Entretanto, la comprobacién a los 110 DPV evi-
denci6 algunos problemas en la interpretacién de
los resultados, por cuanto se observé que animales
con altos titulos de anticuerpos presentaron algu-
nas lesiones vesiculares aunque sin afectar su es-
tado general. La vacuna de emulsién doble aplica-
da por la via intraperitoneal no produjo reacciones
locales ni alteraciones macroscopicas de los gan-
glios regionales indicando ser mds adecuada que la
vacuna de emulsién primaria para su utilizacion en
condiciones de campo.

INTRODUCCION

En numerosos trabajos (3, 5, 8, 10,12, 13, 14,

15, 16, 18, 21), realizados con la aplicacion en cer-
dos de vacunas antiaftosas de adyuvante oleoso en
‘forma de emulsidén primaria, se han obtenido resul-
tados promisorios en cuanto a la proteccién confe-
rida. Sin embargo, estas vacunas no resultaron del
todo aceptables para su aplicacion en el campo, de-
bido a las reacciones que provocaban en {os tejidos
del punto de inoculacién y en los respectivos gan-
glios linfaticos regionales (13, 18, 20).

Anderson et a/. (1) y Mowat (17) confirmaron
después, que con vacunas de adyuvante oleoso, en
forma de emulsién doble (11), conteniendo anti-

lCentro Panamericano de Fiebre Aftosa, Caixa Postal
589, ZC-00, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

geno purificado y concentrado, aplicadas en pe-
quefios volimenes de 0,1 a 0,5 ml por via intra-
dérmica (ID) en la cara dorsal de la oreja, las reac-
ciones en los tejidos eran aceptables y se obtuvo
un nivel de inmunidad satisfactorio. También
Anderson et al. {1) sugieren que este tipo de for-
mulacién y de dosis producen reacciones de menor
intensidad que la formulacién de emulsién prima-
ria, tanto en el punto de inoculacién como en los
ganglios linfaticos regionales y por lo tanto podria
ser mé&s aceptable para uso en la prdtica.

En este trabajo se estudi6 la inmunidad obte-
nida en cerdos jévenes con vacuna oleosa de emul-
sion doble utilizando antigenos de fiebre aftosa,
sin concentracion ni purificacion, También se
observaron las lesiones que produjo la vacuna ino-
culada por las vias subcutdnea (SC), intramuscular
(IM) o intraperitoneal (IP).

MATERIALES Y METODOS
Vacunas

La emulsion primaria fue preparada como esta
descrita anteriormente (2) usando aceite mineral?
y 10% de monooieato de manitol® emulsificado
en partes iguales con la suspensién trivalente de
antigeno inactivado por etileneimina binaria (4).
La emulsiéon doble (11) consistié en la emulsién
primaria, emulsificada mecanicamente* en un vo-
lumen igual de solucién salina fosfato, 0,04 M,
pH 7.4 con 2% de polioxietileno 20 monoolea-
to de sorbitan®. La tabla 1 muestra las caracte-
r(sticas de los antigenos utilizados.

2Marcol 52, Exxon Corporation U.S.A.

3 Arlacel A, ICl America Inc. Atlas Chemicals Division.
4Silverson, Machines (Sales) Ltd. London.

5Tween 80, IC! America Inc. Atlas Chemicals Division.
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TABLA 1. Caracteristicas de los antigenos de la
fiebre aftosa utilizados@
Titulos
Antigenos DICC5g/mi FC
03 Campos 75 1/14
Aj4 Cruzeiro 7.5 1/14
C; Resende 7.3 1/15

9Botellas rolantes de 2 £ de células BHK 21 C 13,
DICCso = Dosis infecciosas cultivo de células 50%.
FC = Fijacion del compiemento.

Porcinos

Se utilizaron cerdos mestizos con predominan-
cia de raza Landrace, de 2 meses de edad vy recien-
temente destetados, con un peso aproximado de
20 kg. Tres grupos de 10 cerdos cada uno fueron
inoculados con la vacuna de emulsién doble por
via SC en la base de la oreja, IM en la tabla del cue-
lto e IP, respectivamente. Otro grupo de 10 cerdos
fue inoculado por via SC también en la base de la
oreja con la vacuna de emulsion primaria. Para
que todos los cerdos recibieran la misma cantidad
de antigenos y fase oleosa la vacuna de emulsién
primaria se inoculé en un volumen de 1,5 ml y
la de emulsion doble en 3,0 mi.

Estudios de los anticuerpos

Se tomaron muestras de sangre de los cerdos an-
tes de ser vacunados y a los 30, 60 y 90 dias post-
vacunacién (DPV). Los sueros fueron evaluados
por la prueba de microneutralizacién (MN) (7)
frente a las cepas de virus de la fiebre aftosa usadas
en la elaboracién de las vacunas. Los sueros de 90
DPV también fueron evaluados por la prueba de
seroproteccion (SP) (6) frente a la cepa O; Cam-

pos.
Exposicion al virus

La prueba de evaluacion de la inmunidad fue
realizada a los 110 DPV frente a la cepa O; Cam-
pos. Fueron inoculados por via intraplantar 4 cer-
dos sin vacunar con 10*'® dosis letales 50% para

ratones lactantes (DLso) del virus O; Campos y
colocados en una misma unidad de aislamiento
junto a los grupos de animales vacunados y 4 cer-
dos también sin vacunar que sirvieron de control.
Después de iniciada la comprobacién los cerdos
fueron examinados diariamente para verificar las
lesiones, hasta completar 12 dias de observacion.

Criterio de evaluacidn por puntaje

Las lesiones observadas se evaluaron de acuerdo
con una clasificacion de 1 a 5. Asi, se determiné
1 punto para ia presencia de una 0 m4s lesiones ve-
siculares en cada miembro, hocico y/o labio en un
total maximo de 5 puntos por animal.

RESULTADOS

La tabla 2 resume los resultados obtenidos en
las pruebas de MN a los 30, 60 y 90 DPV. Durante
el experimento no se hallaron diferencias significa-
tivas entre los niveles de anticuerpos de los cerdos
vacunados con vacuna de emulsidn primaria o de
emulsion doble. Tampoco se observé diferencia en
la induccién de la respuesta con las diferentes vias
de aplicacion de esas vacunas.

La tabla 3 muestra las observaciones clinicas de
los cerdos a los 110 DPV frente al virus de la fiebre
aftosa O; Campos. La mayoria de los cerdos vacu-
nados presentaron algin tipo de lesién vesicular,
aun cuando hayan sido superficiales. Los animales
no presentaron ningun decaimiento moviéndose
bien sin nada que los pudiera perjudicar desde el
punto de vista econoémico. La evaluacion por pun-
taje en forma individual y la media por grupo,
muestran una marcada diferencia con el grupo de
control en que 2 cerdos inoculados y 2 contactos,
murieron por infeccion de fiebre aftosa. Los so-
brevivientes presentaron el miximo puntaje.

En la mayorfa de los casos no hubo concordan-
cia entre los niveles de anticuerpos y las lesiones
observadas. Varios animales, 18 de los 38 compro-
bados, aun cuando tuvieron un indice de seropro-
teccién (ISP) >2,5 tuvieron algun tipo de lesion
vesicular. Solamente 3 de 35 fueron negativos con
ISP >4,0. En las pruebas de MN 27 de 38 cerdos
presentaron lesiones con titulos neutralizantes
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2,0 y los 3 animales negativos tenian titulos
>2,4. Por otro lado, con esos mismos titulos, 8
generalizaron.

En los exdmenes post-mortem realizados entre
los 30 y los 40 dias después de la descarga, se ob-
servé que los cerdos inoculados con la emulsién
primaria presentaban reacciones tisulares inacepta-
bles en el punto de inoculacién y depdsitos de la
emulsiéon oleosa en los ganglios linfaticos regiona-

les. La vacuna en forma de doble emulsién inocu-
lada por via SC o IM produjo lesiones locales acep-
tables en el punto de inoculacién. Macroscopica-
mente no se observaron depésitos de emulsion
oleosa en los ganglios linfaticos regionales. Llamé
la atencidn que con la vacuna de doble emulsién,
inoculada por via IP, no se observd compromiso
tisular ni depdsito macroscépico de la emulsién
oleosa en los ganglios linfaticos mesentéricos.

TABLA 2. Promedio de los titulos de neutralizacién de los sueros obtenidos de cerdos
vacunados con vacuna de adyuvante oleoso

Dias postvacunacién

Viade Tipo de Tipo de
inoculacion emulsion virus 0 30 60 90
(o] <1,0 2,19 + 0,18 2,06 + 0,32 2,15 £ 0,28
Primaria Az <10 252 + 0,26 2,15 £ 0,31 195 + 0,35
Cj, <1,0 218 £ 0,32 1,97 £ 0,32 2,21 0,40
sC
[o ]} ' <1,0 2,44 £ 0,32 2,14 £ 0,35 2,10 £ 0,35
Doble Azg <1,0 2,39 + 0,40 197 £ 0,38 194 + 0,40
Cs <1,0 219 £ 0,28 1,97 £ 04 2,15 + 0,27
(o) <1,0 2,42 + 0,357 2,04 £ 0,52 2,35 + 0,38
M Doble Azg <1,0 2,61 £033 2,46 t 057 2,13 £ 0,50
Cj <1,0 2,34 £ 0,28 2,08 + 0,52 2,47 £ 040
0, <10 2,54 * 0,36 2,03 £ 0,19 2,16 = 0,384
1P . Doble Ayg <1,0 2,78 + 0,29 2,46 * 0,25 2,25 0,38
C3 <10 253 £ 0,43 2,34 £ 0,30 2,38 + 042

8 Promedio de 9 cerdos 1 muerto.

SC = Subcutdnea. IM = Intramuscular. P = Intraperitoneal.
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TABLA 3. Reacciones clinicas individuales de los cerdos a los 110 dras
postvacunacién con exposicién por contacto con virus de subtipo
Oy cepa Campos de la fiebre aftosa

Evaluacion de anticuerpos

Viade Tipo de Promedio
inoculacién emulsién Animal N° MN ISP Lesiones “Score’’
1 2,4 4,4 1P
2 21 1,3 4P
3 1.8 0,3 4P
4 21 4,0 2P, L
o 5 17 12 2P, H
Primaria 6 2.3 an P 2.3
7 2,0 2.3 4P
8 2,6 > 4,6 Neg.
9 23 3,7 2P
10 2,4 2,0 2P
SC
1 1,5 0,3 4P, H
12 2,3 2,2 3P
13 2,0 05 4P, H
14 2,3 > 4,0 2P
15 2,3 15 iP.H
Doble 16 2.1 04 3P 31
17 2,4 4.0 Neg.
18 2,7 3.0 4p
19 18 1,0 2P
20 1.8 05 4P, H, L
21 24 3.9 1P
22 21 1.4 2P
23 2,0 > 3,6 2P
24 29 > 4,6 1P
M Doble 25 24 5,0 2P 2,0
26 29 > 3,6 4P
27 2,0 19 4P
28 2,0 0,5 pid
29 2,7 >4,0 Neg.
30 1.8 1,4 4P
31 26 4,0 3P
32 23 > 3,6 3P
33 18 09 4P
iP Doble 34 2,3 2,0 2P 2.1
35 23 1,6 1P
36 Ce > 4,6 1P
37 2.7 > 4,6 2P
38 1.7 0,6 1P
Control <10 4P, H,L? 5

@ Todos los animales tenian lesiones generalizadas y 4 murieron después de la infeccién.
MN = Microneutralizacién. ISP = Indice de seroproteccion,
P = Pata. H = Hocico. L = Labio.
+ == No fue hecho.
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DISCUSION

El tiempo de duracion del experimento se limi-
t6 a 110 DPV por considerarse que es el tiempo
aproximado de vida Gtil de un cerdo a partir del
destete, que es cuando recibirfa la aplicaciéon de la
vacuna, hasta su envio al matadero, con excepcion
de los reproductores y de los vientres. Por lo tanto,
el experimento tratd de aproximarse al maximo a
las condiciones de cria de la especie porcina.

Aun cuando desde el punto de vista de la pro-
teccion los resultados obtenidos no fueron satisfac-
torios, ya que la mayoria de cerdos vacunados pre-
sentaron alguna lesion vesicular después de ia com-
probacién por contacto a los 110 DPV, su valor
practico ha sido evidente, por cuanto la presencia
de lesiones no afectd el estado general de los ani-
males que continuaron alimentandose normalmen-
te sin ningun decaimiento. Por otro lado, los con-
troles se infectaron severamente, 2 contactos y 2
inoculados murieron, mientras que los sobrevivien-
tes sufrieron una acentuada pérdida de peso, tor-
nandose caquécticos sin posibilidad de recupera-
cion,

El experimento puso en evidencia algunos pro-
blemas que deben ser tenidos en cuenta en el futu-
ro, en pruebas con vacunas antiaftosas en cerdos.
Se observé que animales con altos titulos de an-
ticuerpos, evaluados por las pruebas de SP y de
MN, presentaron aigunas lesiones vesiculares con-
firmando datos obtenidos por otros autores (19).
Gomes (9) describid también la presencia de lesio-
nes en cerdos convalecientes con altos niveles de
anticuerpos, cuando son sometidos a reexposicion
con virus homélogo. Estas observaciones indica-
rian que tales lesiones probablemente son produci-
das por replicacion local de virus.

En este experimento, llamd la atencidon que
se hayan observado dos veces mas lesiones en las
patas posteriores que en las anteriores. Este he-
cho sugiere que, probablemente, en el examen dia-
rio de los animales se producen microtraumas que
permiten la inoculacion y replicacién del virus del
medio ambiente, lo que confirmaria las observa-
ciones de Gomes (9). Creemos que muchas de las
lesiones observadas fueron causadas, en verdad,
por el exceso de examen de los porcinos realizado
diariamente. Se debe destacar sin embargo que las

3. BACHRACH, H.L.; McKERCHER, P.D,

lesiones computadas en los primeros dias de obser-
vacibn eran facilmente visibles en el 12° dia, des-
cartandose la posibilidad de que hubiese pasado
inadvertida cualquier lesion existente en los pri-
meros dias, si se hubiera realizado solamente la
lectura final.

Analizando los niveles de anticuerpos se observa
que lavia IP proporcioné respuestas de anticuerpos
similares a los obtenidos por las vias SC e IM, pero
sin reacciones locales ni alteracion macroscopica
de los ganglios linfaticos lo que confirma observa-
ciones preliminares (P. Augé de Mello, datos no
publicados) que indicaron que esa formulacién no
produce reaccién local, ni alteracion macroscdpica
de los ganglios linfaticos regionales, al paso que la
emulsién primaria por la misma via produce mi-
nGsculos depdsitos facilmente visibles en los gan-
glios mesentéricos y en el abdomen. Por o tanto,
la vacuna antiaftosa para cerdos en forma de emul-
sién doble, aplicada por via |IP parece ser mds pro-
misora que la vacuna de emulsién primaria. Este
hecho nos lleva a programar nue}v‘as experiencias
usando solamente la vacuna en forma de emulsion
doble, inoculada por via {P.
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FOOT-AND-MOUTH DISEASE Oll. ADJUVANTED VACCINES FOR P1GS.
I. DOUBLE EMULSION VACCINE APPLIED BY DIFFERENT ROCUTES

P. Augé de Mello®; Ivo Gomes'

SUMMARY

Satisfactory immune response was obtained
up to 110 days post-vaccination (DPV) with sub-
cutaneous, intramuscular and intraperitoneal inoc-
ulation of oil adjuvanted double emulsion vaccine
containing unconcentrated and unpurified anti-
gens. No significant differences in response were
observed between the different routes of applica-

- tion when compared to primary emulsion vaccine
applied subcutaneously. However, challenge at
110 DPV showed some problems in interpreta-
tion of results. Several pigs developed vesicular
lesions despite high antibody titers. These lesions
did not affect the general health of the animals.
The double emulsion vaccine, IP application, pro-
duced no local reactions nor macroscopic altera-
tion of the regional lymph nodes. For field use
intraperitoneal vaccination with double emulsion
appears preferable to primary emulsion.

INTRODUCTION

Several papers (3, 5, 8, 10, 12, 13, 14, 15,
16, 18, 21) reported good levels of protection
obtained from primary emulsion oil vaccines in
pigs. However, these vaccines were not always
acceptable in the field because of tissue reactions
at the point of inoculation and the regional lymph
nodes (13, 18, 20).

Anderson et al. {1) and Mowat (17) confirmed
that oil adjuvanted vaccine provided acceptable
local tissue reactions and satisfactory immunity
when prepared in double emulsion (11) with pu-
rified, concentrated antigens and applied in small
vciumes of 0.1 to 0.5 ml intradermally in the dor-
sal site of the ear. Anderson et al. (1) suggested

Ipan-American Foot-and-Mouth Disease Center, Caixa
Postal 589, ZC-00, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

that this doubie emulsion formulation administer-
ed in small doses produces less reaction than the
primary emulsion, both at the point of the inoc-
ulation and in the regional lymph nodes. it shouid
therefore be more acceptable for use in the field.
In the present study young pigs were inoculated
with double emulsion oil adjuvanted vaccine using
foot-and-mouth disease (FMD) antigens without
concentration or purification. Observations were
made of the lesions produced by this type of vac-
cine when applied by subcutaneous (SC), intra-
muscular (IM) and intraperitoneal (IP) routes.

MATERIALS AND METHODS
Vaccines

Primary oil emulsion vaccines were prepared
as described (2} using minerai oil? and 10% of mo-
nooleate of manitol® emulsified with equal parts
of a trivalent antigen suspension inactivated by
binary ethylenimine (4). The double emulsion
(11) was made from the primary emulsion by
mechanical emulsification® of the primary emul-
sion with an equal volume of phosphate buffer
saline for 0.04 M, pH 7.4 with 2% of polyoxy-
ethylene 20 monooleate of sorbitan®. Table 1
lists the characteristics of the antigens.

Pigs

Recently weaned, 2-month old Landrace pigs
of approximately 20 kg were used. Three groups
of 10 pigs each were inoculated with the double

emuision vaccine: one group subcutaneously at

2Marcol 52, Exxon Corporation U.S.A.

3 Arlacel A, ICi America Inc. Atlas Chemicals Division,
4Silverson, Machines (Sales) L.td. L.ondon,

5 Tween 80, IC1 America Inc. Atlas Chemicals Division.
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the base of the ear; the second group intramuscu-
larly in the side of the neck; and the third group
intraperitoneally. A fourth group of 10 pigs was
inoculated subcutaneously at the base of the ear
with a primary emulsion vaccine. To ensure that
all pigs received the same quantity of antigen and
oil phase, 1.5 m! of the primary emuision vaccine
was inoculated and 3.0 ml of the double emulsion
vaccine.

TABLE 1. Characteristics of foot-and-mouth
disease antigens 2
Titers
Antigens CCIDsg/mi FC
0; Campos 7.5 1/14
A, 4 Cruzeiro 7.5 1/14
C3 Resende 7.3 1/18

32 Q Roller bottles of BHK 21 C 13 cells.
CCIDs(¢ = 50% infective cell culture doses.
CF == Complement fixation.

Antibody studies

Blood samples were collected from the pigs
before vaccination and at 30, 60 and 90 DPV. The
serum was tested by the microneutralization test
(7) against the strains of FMD virus used in vaccine
preparation. The 90 DPV sera were also tested by
the mouse protection test (6) against O; Campos,
the challenge strain.

Virus challenge

The animals were challenged at 110 DPV a-
gainst strain O; Campos. Four unvaccinated pigs
received intraplantar inoculation with 10%¢
mouse LDg 09 of the O, Campos virus. These 4
pigs were placed in the same isolation unit with
the vaccinated animals, along with 4 unvaccinated
controls pigs.

The pigs were then examined daity for lesions
until the 12th day, when the last observation was
made.

Scoring criterion

Observed lesions were classified according to
their location. One point was given for each af-
fected leg plus one for snout or lip, giving a total
of 5 possible points per animal.

RESULTS

The results of the microneutralization tests at
30, 60 and 90 DPV are summarized in Table 2.
No significant differences appeared in the antj-
body levels of pigs vaccinated with primary or
double emulsion vaccines. Also, no differences
were observed in the immune response when the
3 vaccination application routes were compared.

Table 3 shows the results of clinical observa-
tions of the pigs at 110 DPV against FMD virus O,
Campos. Most of the vaccinated pigs presented
some type of vesicular lesion, even if only super-
ficial. The animals did not appear to suffer and
moved about easily. Thus there was no economic
loss due to the disease. Evaluation by individual
scores and group averages showed marked differ-
ences with the control group since two pigs in the
inoculated groups and two in the contact groups
died of FMD infection. The survivors in the con-
trol groups all had maximum scores.

In most cases no correlation existed between an-
tibody levels and observed lesions. Eighteen of the
38 animals challenged showed some type of vesic-
ular lesion, despite mouse protection indices (MP1)
32.5. Only 3 of 35 were negative with MPI S4.0.
In the microtiter test 27 of the 38 pigs showed
lesions and had neutralization titers >2.0, while
the negative animals had titers >2.4. However, 8
animals with the same titers generalized.

The post-mortem examination carried out 30-
40 days after chalienge showed that pigs inocu-
lated with primary emuision oil vaccine had unac-
ceptable tissue reaction at the point of inoculation.
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There were also oil emulsion deposits in the re-
gional lymph nodes. The double emulsion vaccine
inoculated subcutaneously or intramuscularly
produced acceptable local lesions at the point
of inoculation. No macroscopic deposits of oil

emulsion were observed in the regional lymph
nodes. |t is noteworthy that the double emulsion
vaccine inoculated intraperitoneally produced no
tissue reaction nor macroscopic deposits in the
mesenteric lymph nodes.

TABLE 2. Mean of microneutralization titers of sera obtained from pigs
vaccinated with oil adjuvanted vaccine

Days post-vaccination

Inoculation Emulsion Virus —_
route type type 0 30 60 90
0, <1.0 219 + 0.18 206 * 0.32 2.15 + 0.28
Primary Asg <10 252 * 0.26 215 £ 0.3 195 + 0.35
Cs <1.0 2.18 + 0.32 1.97 £ 0.32 2.21 + 0.40
sc
0; <1.0 244 * 0.32 2.14 * 035 2.10 * 0.35
Double Asg <1.0 2.39 * 040 197 £ 038 194 + 0.40
Cs <1.0 219 * 0.29 1.97 + 0.41 2.15 + 0.27
0, <1.0 242 + 0357 204 + 052 2.35 + 0.38
M Double Asg <1.0 261 £033 246 * 057 2.13 * 0.50
Cs <1.0 234 + 0.28 208 + 052 2.47 * 0.40
0, <1.0 254 *+ 0.36 203 + 0.19 216 +0.38°7
iP Double Ajg <1.0 278 * 0.29 246 * 0.25 225 * 0.38
Cj <1.0 253 + 043 2.34 + 0.30 238 * 042
2Mean of 9 pigs (1 died).
SC = Subcutaneous. |IM = Intramuscular. [P = Intraperitoneal.
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TABLE 3. /ndividual clinical reactions of pigs at 110 days
post-vaccination with exposure by contact
FMDYV strain O Campos
Antibody evaluation
inoculation Emulsion Score
route Type Animal No, MN MPI Lesions mean
1 24 4.4 1P
2 2.1 1.3 4P
3 18 0.3 4P
4 2.1 4.0 P
. 5 17 1.2 2P, S
Primary 6 23 4.1 1P 23
7 20 23 4P
8 26 >48 Neg,
9 2.3 3.7 2P
10 2.4 2.0 pid
sC :
1 15 0.3 4P, S
12 .23 22 3P
13 20 05 4P, S
14 23 > 4.0 pid
15 2.3 15 1P, s
Double 16 21 0.4 3p 3.1
17 24 4.0 Neg.
18 27 3.0 apP
19 1.8 1.0 2P
20 1.8 0.5 4P, S, L
21 24 3.9 1P
22 2.1 1.4 2P
23 2.0 > 3.6 2P
24 29 > 4.6 1P
1M Double 25 24 5.0 2P 2.0
26 29 > 3.6 4p
27 20 19 4P
28 20 05 2P
29 2.7 >4,0 Neg.
30 1.8 1.4 4P
31 26 4.0 3P
32 23 > 3.6 3P
33 1.8 09 4P
P Double 34 23 2.0 2P 2.1
35 23 1.6 1P
36 . >4.6 1P
‘37 2.7 > 4.6 pid
38 1.7 0.6 1P
Control <10 4pP,s, L2 5
AN animals had generalized lesions and 4 died after infection.
MN = Microneutralization. MP! = Mouse protection indices.

P = Pad. $ = Snout.
+ = not done,

L = Lip.
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DISCUSSION

The experiment was limited to 110 DPV since
this period was considered essential to the pig's
protection, in the productive period between
weaning and slaughter, not counting breeder
stocks. The experiment was thus designed to
approximate as closely as possible commercial
pig breeding conditions.

Protection results were not entirely satisfactory
since the majority of vaccinated pigs presented
some vesicutar lesion after challenge by contact
at 110 DPV; however, the practical value of the
vaccination was evident. The lesions did not af-
fect the overall health of the animals, and they
continued to feed normally. The control animals
however. were severely infected: 2 of the contacts
‘and 2 of the inoculated animals died, whilg the
survivors suffered a precipitate weight loss, became
cachectic and did not recover.

The experiment pointed to some probiems
which must be considered in future vaccine ex-
periments using pigs. As noted by other authors
(19), pigs with high antibody titers had some
vesicular lesions. Gomes (8) also observed that
pigs with high antibody levels could develop le-

“sions when reexposed to homologous virus, thus
indicating that the lesions are probably produced
by locat virus replication.

In this experiment the hind feet were twice as
often affected as the front feet. Gomes (8) sug-
gested that excessive examination of the animals
produces microtraumas, small skin abrasions,
which permit introduction of virus from the envi-

ronment. We believe that many of the lesions
observed were actually caused by the daily exam-
ination of the pigs. It should also be noted that
lesions observed in the first few days were still
easily visible at the 12th day. Thus any lesion
appearing within the first few days would not be
overlooked if only one reading was made at 10 or
12 days.

Analysis of antibody ievels showed that the iP
route gave an immune response similar to those
obtained by the SC and IM routes, although the P
route produces neither local reactions nor macro-
scopic changes in the lymph nodes. This result
confirmed the preliminary observation made by

Augé de Mello (unpublished data) which indicated
that this formulation does not produce a local
reaction nor a macroscopic alteration of the re-
gional lymph nodes. It should be mentioned that
primary emulsion vaccine applied by the (P route
produces small, easily visible deposits in the mes-
enteric lymph nodes as well as in the abdomen.
Therefore for pigs FMD vaccine in the form of
double emulsion and use of IP seem to be more
promising than primary emulsion. These results
indicate the need for further experiments using
only double emulsion vaccine inoculated by the
IP route.

REFERENCES

1. ANDERSON, EC.; MASTERS, RC.; MOWAT,
G.N. immune response of pigs to inactivated foot-
and-mouth disease vaccines. Response to emulsion
vaccines. Res. vet. Sci. 12: 242-360, 1971.

2. AUGE DE MELLO, P.; ASTUDILLO,V.; GOMES,
l.; CAMPOS GARCIA, J.T. Aplicacion en el campo
de vacuna antiaftosa oleosa e inactivada: vacunacién
y revacunacion de bovinos jévenes. ({Field applica-
tion of inactivated oil adjuvanted foot-and-mouth
dissase virus vaccine: vaccination and revaccination
of young cattle). Bltn Centro Panamericano Fiebre
Aftosa 19-20: 31-38, 39-47, 1975.

3. BACHRACH, H.L.: McKERCHER, P.D. Immunol-
ogy of foot-and-mouth disease in swine: Experimen-
tal inactivated virus vaccine. J. Am. vet. Med. Ass.
760 (4):521-526, 1972.

4. BAHNEMANN, H.G.; AUGE DE MELLO, P;
ABARACON, D.; GOMES |. Immunogenecity in
cattle of foot-and-mouth disease vaccines inacti-
vated with binary ethylenimine. Bul/l. Off. int. Epiz.
81 (11-12): 1336-1343, 1974.

5. CAPORALE, G.; ROSSI, G.A,; PELLICCIONI, A.
Vaccination of swine against foot-and-mouth disease
(FMD) with hydroxylamine and acetylethyleneimine
.inactivated virus. Vet ital. 20: 137-147, 1969.

6. CUNHA, R.G.; BAPTISTA Jr, JA.; SERRAO,
UM,; TORTURELLA, I. E! uso de los ratones
lactantes en la evaluacion de los anticuerpos con-
tra el virus de la fiebre aftosa y su significacion inmu-
nolégica. Gac. vet., B. Aires 19 (110): 243-267,
1957.

7. FERREIRA, Maria Eima V. Prueba de microneu-
tralizaci6n para estudios de anticuerpos de la fiebre
aftosa. (Microtiter neutralization test for the study



12

Bitn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 31-32

10.

11.

12.

13.

14.

15.

of foot-and-mouth disease antibodies). 8/tn Centro
Panamericano Fiebre Aftosa 21-22: 17-20, 21-24
1976.

GRAVES, J.H.; McKERCHER, P.D.; FARRIS, H.
E.; COWAN, K.M. Early response of cattle and
swine to inactivated foot-and-mouth disease virus.
Res. vet. Sci. 9: 35-40, 1968.

GOMES, I. Fiebre aftosa: reaccién de cerdos con-
valecientes a la exposicién de virus homélogo. (Foot-
and-mouth disease: reaction of convalescent pigs to
homologous virus exposure). Bitn Centro Panameri-
cano Fiebre Aftosa 26: 15-18, 19-22, 1977.
GIRAUD, M.; GUILLOTEAU, B.: PERROT, A.;
DEBROCK, C.; PRUNET, P. Recherches sur |'acti-
vité d’un nouveau vaccin anti-aphteux chez le porc.
Bull, Off, int. Epiz. 71 (3-4): 285-306, 1969.
HERBERT, W.T. Multiple emulsions - A new form
of mineral-oil antigen adjuvant. Lancet 716: 771,
1965.

McKERCHER, P.D.; GIORDANO, A.R. Foot-and-
mouth disease in swine. 1. The immune response of
swine to chemically-treated and non-treated foot -
and-mouth disease virus. Arch. ges. Virusforsch, 20:
39-63, 1967.

McKERCHER, P.D.; GAILIUNAS, P. Response of
swine to inactivated foot-and-mouth disease vaccine,
Duration of immunity and local tissue reaction.
Arch. ges. Virusforsch. 28 (2): 165-176, 1969.
McKERCHER, P.D.; FARRIS, Jr. H.E. Foot-and-
Mouth Disease in Swine: Response to inactivated
vaccines., Arch, ges. Virusforsch. 22 (3-4): 451-461,
1967.

McKERCHER, P.D. Response to swine to oil adju-
vant vaccine, /nternational Symposium on Foot-and-

’

16.

17.

18.

19.

20.

21,

Mouth Disease 8: 151-160, 1967.

MORGAN, D.O.; McKERCHER, P.D.; BACH-—
RACH, H.L. Quantitation of the antigenicity and
immunogenicity of purified foot-and-mouth disease
virus vaccine for swine and steers. Appl. Microbiol,
20 (5): 770-774, 1970.

MOWAT, G.N. Quantities of purified antigen re-
quired to immunize swine against foot-and-mouth
disease. Bull. Off. int. Epiz. 77 (5-6): 887-897,
1972,

UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICUL-
TURE AND PAN-AMERICAN HEALTH ORGANI-
ZATION. Vacunas contra la fiebre aftosa. 1. Estu-
dios sobre la duracién de la inmunidad en bovinos
y porcinos. (Foot-and-mouth disease vaccines. 1.
Studies on duration of immunity in cattle and pigs).
Bltn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 19-20: 17-
23, 24-30, 1975.

WITTMANN, G.; BAUER, K.; MUSSGAY, M.
Experiments on vaccination of pigs with ethyl-
ethyleneimine (EEI) diethylaminoethy! dextran
(DEAE-D) foot-and-mouth disease wvaccines. In-
fluence of route of inoculation and dose of antigen
on the duration of immunity. Arch. ges. Virusforsch.
36: 251-264, 1972.

WITTMANN, G.; BAUER, K. Local reactions after
infecting pigs with foot-and-mouth disease vaccine
containing Freund’s adjuvant. Berl. Miinch tierarzti.
Wschr, 82 (1): 2-4, 1969.

WITTMANN, G.; BAUER, K.; MUSSGAY, M.
Essais de vaccination de porcs avec des vaccins a base
de virus aphteux inactivé, 1. Essais avec du virus O
inactivé par I'hydroxylamine, le formol, la chaleur et
le pH. Bull. Off. int. Epiz. 71 (3-4): 351-379, 1969.



Bltn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 31-32: 13-19, 1978. 13

VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO PARA CERDOS.
il. VACUNACION INTRAPERITONEAL DE CERDOS JOVENES CON EMULSION DOBLE!

P. Augé de Mello®; Ivo Gomes®; A. Alonso Ferndndez®; J.C. Mascarenhas®

RESUMEN

Se compar6é la inmunogenicidad inducida en
cerdos a los 30 y 110 dias postvacunacion (DPV)
por una vacuna antiaftosa trivalente de emulsion
doble con la de dos vacunas similares que conte-
nian antigeno concentrado por precipitacién con
polietilenglicol (PEG). Los titulos de fijacion de
complemento {FC) de los antigenos eran de una
(1X) y 10 veces (10X} la concentracién en relacion
al titulo original. Las vacunas se utilizaron para
vacunar cerdos recién destetados a la dosis de 3 mi,
por via intraperitoneal. La vacuna FC 10X ademas
fue usada en dosis de 0,3 mi.

Todas las vacunas indujeron elevados niveles de
anticuerpos para las tres cepas de virus de la fiebre
aftosa y excelente proteccion frente al subtipo 0,
cepa Campos, particularmente con la vacuna FC
10X usada a la dosis de 3 ml. No se observaron
efectos colaterales indeseables.

En este experimento se observd una buena co-
rrelacion entre los niveles de anticuerpos a los 30
DPV vy la proteccion a la descarga, tanto en la
prueba de seroprotecciéon en ratones como en la
prueba de microneutralizacién. Sin embargo, a
jos 110 DPV la correlacién no fue satisfactoria,
una vez que habia porcinos protegidos frente a
exposicion del virus pero que presentaban bajos
niveles de anticuerpos circulantes.

No se observaron diferencias entre las descargas
de comprobacion por inoculacion intraplantar y la
exposicién por contacto a los 30 dfas.

lEste trabajo fue realizado con aportes financieros de
FRIGOBRAS - Cia. Brasileira de Frigorificos y del Insti-
tuto Vallée S.A,

2centro Panamericano de Fiebre Aftosa, Caixa Postal
589, 2C-00, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.,

3Secretaria de Agricultura do Estado do Parand, Rua
dos Funciondrios, 1659, Curitiba, PR, Brasil.

INTRODUCCION

En un trabajo anterior {2} se inform6 que una
vacuna antiaftosa de adyuvante oleoso y emulsion
doble (7), aplicada en cerdos jovenes por via intra-
peritoneal no producia lesiones locales en los teji-
dos ni cambios macroscopicos en los ganglios lin-
faticos regionales. Por tanto, este tipo de formula-
¢cion y via de aplicacién parecieron mds adecuados
para uso en el campo que la vacuna de emulsion
primaria {12). Ademds, la inmunogenicidad de
estas vacunas usadas por via intraperitoneal fue sa-
tisfactoria y los resuitados no demostraron diferen-
cias significativas con los de la aplicacién subcuté-
nea o intramuscular.

En el presente trabajo se presentan los resulta-
dos obtenidos al aplicar en cerdos jovenes, por via
intraperitoneal, vacunas antiaftosas trivalentes con
adyuvante oleoso en forma de emulsién doble,
con diferentes cantidades de antfgenos y adyu-
vantes. También se comparan la exposicion al
virus de la fiebre aftosa (FA), por inoculacion
intraplantar y la exposicidbn por contacto a los 30
dias postvacunacion (DPV). Finalmente, se dis-
cute la correlacion entre los niveles de anticuerpos
circulantes y la proteccion frente a la descarga del
virus de la FA.

MATERIALES Y METODOS
Vacunas

Los antigenos utilizados en la preparacion de
las vacunas fueron producidos con los virus de la
FA subtipos: O; cepa Campos, A,4 cepa Cruzei-
ro y C; cepa Resende. Las suspensiones de virus
fueron inactivadas con etileneimina binaria (3).
De cada suspensiobn monovalente inactivada de
antigeno, una porci6n fue precipitada con 10%
(p/v) de polietilenglicol (PEG) 6.000 y centri-
fugada a 800 g durante 60 min. El sedimento
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fue resuspendido en medio Eagle (pH 7.4), hasta
que los tftulos de fijacion del complemento (FC)
(4) fueron respectivamente una (1X) 6 10 veces
{10X} mayores que el titulo de la suspension ori-
ginal del antigeno. La Tabla 1 muestra las carac-
teristicas de cada antigeno.

TABLA 1. Caracter/sticas de los antigenos de la FA?

Trtulos
Antfgenos DICCs FC Conec. 10x?
0O; Campos 7.0 1/12 1/130
A4 Cruzeiro 7.0 1/26 1/250
C3 Resende 73 1/16 1/140

@ Producido en células BHK 21 C 13 en botellas rolantes.
bConcentracién por PEG 6.000.
DICCso = Dosis infectantes de cultivos celulares.

FC = Fijacién del complemento.

Con partes iguales de las suspensiones monova-
lentes se prepararon las tres suspensiones trivalen-
tes, que estaban formadas, respectivamente, por:
1) referencia - antigenos sin tratamiento con PEG;
2) FC 1X - antigenos tratados con PEG con titulo
de FC igual al de los antigenos originales;y 3) FC
10X - antigenos tratados con PEG con titulo de
FC 10X mayor que el de los antigenos originales.

Con cada suspension trivalente se prepard una
vacuna con adyuvante oleoso de doble emulsién,
por el procedimiento descrito anteriormente (2).

Prueba de potencia

Se inocularon grupos de cobayos con 0,5 mi de
diluciones 1:3 de la vacuna de referencia (antige-
nos N° 1), preparadas en solucién salina fosfatada
con 2% de polioxietilene 20 monooleato de sorbi-
tana* (pH 7,4). Treinta dias después estos coba-
yos fueron inoculados en el cojinete plantar con

4Tween 80 - ICI America Inc. Atlas Chemical Division,

10° dosis generalizantes cobayo de virus de la
FA cepa O, Campos (8).

Los resultados demostraron que 0,5 ml de la
vacuna de referencia contenian 11 DPs ¢ cobayo.

Porcinos

En este experimento se utilizaron cerdos de
raza Humus-Seghers®, de 2 meses de edad, deste-
tados y con un peso aproximado de 20 kg. Cuatro
grupos de 25 cerdos cada uno fueron vacunados
por via intraperitoneal de la siguiente manera: los
cerdos del grupo 1 recibieron 3 mi de la vacuna de
referencia; el grupo 2 fue vacunado con ia vacuna
FC 1X a la dosis de 3 ml; los grupos 3 y 4 fueron
vacunados con la vacuna FC 10X con 3 y 0,3 mi
respectivamente. Se dejaron sin vacunar ocho cer-
dos para que sirvieran de control y como donado-
res de virus.

Exposicién al virus

A los 30 DPV, de los 25 cerdos vacunados de
cada grupo, 16 fueron separados al azar y expues-
tos a la cepa O, Campos y 8 de ellos recibieron
10%¢  dosis letales 50% para ratones lactantes
(DLso) por via intraplantar en la pata derecha.
Los 8 restantes quedaron como contactos. De los
4 animales no vacunados, 2 recibieron ia misma
descarga y 2 fueron dejados como controles, Los
animales permanecieron en intimo contacto en
unidades de aislamiento separadas para cada tipo
de comprobacién,

A los 110 DPV los cerdos restantes de cada gru-
PO se expusieron por contacto de manera similar,
infectando dos cerdos donadores y agregando dos
cerdos controles sin vacunar.

Los cerdos fueron examinados clinicamente al
12° dfa después del inicio de la exposicién ai virus.

Estudio de los anticuerpos

Se hicieron colectas de sangre de todos los cer-
dos a 0 dfas y 30 dias DPV. De los cerdos no

SHuM US AGRICOLA S.A. Via Armando Sales Oliveira,
SP-322 km 356, Pitangueiras, SP, Brasil.
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descargados a los 30 dias se hicieron tomas a 60
y 90 DPV.

Los titulos de anticuerpos neutralizantes se de-
terminaron por la prueba de microneutralizacion
(MN) (6) frente a las 3 cepas de virus usadas para
la preparacion de las vacunas. Los sueros de 30
y 90 DPV se utilizaron en la prueba de seroprotec-
ciéon (SP) en ratones lactantes (5) frente al virus de
la FA O, cepa Campos.

RESULTADOS

La tabla 2 muestra los niveles de anticuerpos
circulantes frente a los tres tipos de virus de la
FA a los 30, 60 y 90 DPV. Se puede observar que
todas las vacunas desarrollaron adecuados niveles

de anticuerpos. La vacuna de referencia y la no
concentrada (FC 1X) que contenian la misma
cantidad de antigeno dieron resultados similares,
mientras que la concentrada (FC 10X) produjo
niveles mas altos cuando fue inoculada en la dosis
mayor (3 ml). Sin embargo, esta misma vacuna,
a la dosis de 0,3 ml produjo resultados inferiores,
particularmente frente al subtipo O, Campos a
los 60 y 90 DPV.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de las
descargas de virus a los 30 y 110 DPV frente a la
cepa O, Campos.

A los 30 y 110 DPV la vacuna FC 10X a la do-
sis de 3 ml demostré la mejor proteccion y ningu-
no de los animales expuestos present6 signos cli-
nicos de FA. La misma vacuna a la dosis de 0,3 mi
confirié una proteccion bajaalos 30y 110 DPV.

TABLA 2. Promedio y desviacién estindar de los ti'tulos de neutralizacién de
sueros obtenidos de cerdos vacunados con vacuna antiaftosa con
adyuvante oleoso de emulsién doble

Tipo Dias postvacunacion
Dosis de
Vacuna (ml) virus 0 30 60 90
) <10 251 056 217 038 255 + 033°
Referencia 3 <1,0 2,80 = 0,65 2,85 * 0,46 2,73 = 051
(o} <1,0 2,72 * 0,57 2,40 * 0,39 252 * 0,33
[o] <1,0 2,65 * 0,50 2,48 * 0,70 2,75 ¥ 0,23
FC 1X 3 <1,0 3,23 + 049 33 *0,32 32 * 009
C <1,0 2,78 £ 0,53 2,66 * 0,35 29 * 0,09
(0] <1,0 263 * 0,34 2,58 * 0,53 2,58 = 0,53
3 <1,0 3,23 £ 0,27 3,27 * 0,56 3,20 £ 0,57
C <1,0 3,0 * 045 2,65 * 057 285 * 0,74
FC 10X
(o] <1,0 2,18 £ 0,60 1,82 £ 0,23 188 *+ 0,35
03 <1,0 250 = 0,73 2,65 £ 042 2,37 £ 0,56
C <1,0 2,32 £ 0,66 2,17 + 057 193 £ 0,43

225 animales por grupo.

bPromedios tomados de 9 animales por grupo con excepcion del grupo FC 1X en el cual un animatl
murié a los 60 DPV y 4 murieron antes de los 90 DPV.
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TABLA 3. Proteccién contra el virus de la FA
04 Campos en cerdos vacunados can vacuna antiaftosa
con adyuvante oleoso de emulsién doble

Descarga
. 30 DPV 110 DPV

Dosis
Vacuna {ml) IDP Contacto IDP  Contacto
Referencia 3 718° 7/8 6/9
FC 1X 3 18 88 3/

3 8/8 8/8 8/9

FC 10X

0,3 4/8 7/8 5/9
Controles 12° o2 02 o2

2Namero de animales protegidos sobre animales compro-
bados.

bCinco animales murieron entre 60 y 90 DPV.
€Un cerdo murié después de inoculado.

DPV = Dvas postvacunacion,

{DP = Inoculacién intradermoplantar.

La vacuna de referencia y la no concentrada
(FC 1X) fueron igualmente satisfactorias a los

30 DPV. A los 110 DPV la vacuna de referencia
indujo un buen nivel de proteccién pero la inter-
pretacién de los resuitados de la vacuna de FC 1X
fue afectada porque 5 animales de este grupo mu-
rieron entre 60 y 90 DPV debido a causas no rela-
cionadas con la FA. Los 3 cerdos restantes esta-
ban protegidos y la respuesta de anticuerpos a 30,
60 y 90 DPV fue similar a la de la vacuna de refe-
rencia.

La Tabla 4 muestra la correlacién entre protec-
ciébn frente a la exposicién al virus y niveles de
anticuerpos circulantes (MN y SP) a los 30 DPV.
Cuando se tomd el valor > 2 para las pruebas
de MN o de SP (5), se observd una correlacion
entre la proteccién y los niveles de anticuerpos de
r = 0,83 y 0,79 respectivamente. De los 64 cer-
dos comprobados, 8 desarrollaron lesiones vesicu-
lares y 7 de éstos no tenfan anticuerpos detecta-
bles en las pruebas utilizadas (0,0 y 0,9) y desarro-
Itaron lesiones de generalizacién. Un animal de los
ocho que tenian titulo de neutralizacién entre 1,5
y 1,9 e indice de seroproteccion (ISP) en el rango
de 1,0 a 1,9 desarroll6 lesiones en 2 patas. Hubo 4
y 3 cerdos protegidos con un valor de < 2,0 para
las pruebas de SP y MN respectivamente.

TABLA 4. Anticuerpos en cerdos 30 DPV con una vacuna antiaftosa con
adyuvante oleoso de emulsién doble con descarga por inoculacién
intraplantar o por contacto frente a la cepa O, Campos

Numero de patas afectadas

Tipo de Rango de Nuamero de
prueba anticuerpos animales 0 1 2 3 4
00-09 8 1 - - - 7
10-19 4 3 - 1 - —
Seroproteccién 20-29 0 0 - _ _ -
>3,0 52 52 - - - -
Total 64 56 0 1 0 7
00-09 7 — - - _ 7
10-14 0 - - - - -
Microneutralizacién 15-19 4 3 - 1 - -
20-24 17 17 - - — -
>25 36 36 - - - -
Total 64 56 0 1 0 7
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Utilizando el mismo valor 2, los resultados a los
110 DPV muestran una escasa correlacién entre la
proteccion a la descarga y las pruebas de MN y de

SP (r = 0,02 y 0,03 respectivamente), como se
muestra en la Tabla 5.

TABLA 5. Anticuerpos en cerdos a los 110 DPV con una vacuna antiaftosa
con adyuvante oleoso de doble emulsién en descarga por inoculacién
intradermoplantar o por contacto frente a la cepa Oy Campos

Ndmero de patas afectadas

Rango de Numero de

Tipo de prueba anticuerpos animales 0 1 2 3 4
00-09 6 2 - - 1

10-19 3 3 - - - -

Seroproteccion 20-29 6 2 _ _ _
>3,0 10 8 1 1 - -

Total 30 23 5 1 0 1

00-09 0 - - — - -

10-14 0 - — — — _

Microneutralizacién 15-19 8 - - 1
2,0-24 12 7 4 1 - -

>25 10 10 - - - -

Total 30 23 5 1 0 1

DISCUSION

La vacuna antiaftosa de adyuvante oleoso en
forma de emulsién doble aplicada por via intrape-
ritoneal en cerdos recién destetados, indujo nive-
les significativos de anticuerpos circulantes y no
provocO efectos colaterales indeseables ni anor-
malidades macroscopicas en los nédulos linfati-
cos regionales. Estos datos confirman observa-
ciones anteriores (2).

La proteccion inducida por estas vacunas fren-
te al virus de la FA O, fue excelente, sobre todo
con antigenos que fueron concentrados 10 veces
y aplicados a la dosis de 3 m!. Sin embargo, cuan-
do la misma vacuna se utilizé a la dosis de 0,3 ml,
los resultados fueron inferiores a los obtenidos con
la vacuna de referencia y a la de concentracion FC
1X que contenian la misma cantidad de antfgeno.

Varios investigadores (1,9, 10, 11) han estudia-

do vacunas para cerdos aplicadas en pequefios vo-
lamenes, utilizando antigenos concentrados y pu-
rificados con el objetivo de reducir o prevenir
reacciones indeseables en los tejidos debidas al
adyuvante oleoso. Los resultados obtenidos en es-
te experimento parecen indicar que reduciendo la
cantidad de adyuvante oleoso disminuye la inmu-
nogenicidad de {a vacuna.

Se observd una buena correlaccion a los 30
DPV, entre los titulos o indices de anticuerpos
y la proteccion de los cerdos frente a la descar-
ga (Tabla 4). Sise presume que animales con valo-
res de MN o ISP < 2 no estan protegidos, se puede
ver que 4 de 12 cerdos con ISP < 2, no desarrolla-
ron lesiones. Un quinto cerdo con ISP < 2 presen-
t6 lesiones solamente en 2 patas. L.os resultados
de la prueba de MN son bastante similares; 3 de 11
no desarrollaron lesiones y 1, s6lo en 2 patas. Ya
con un valor de > 3,0 para el ISPy > 2,0 para la
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prueba de MN, todos los cerdos estaban protegi-
dos. La correlacién entre los niveles de anticuer-
pos en ambas pruebas y la proteccion de animales
a la descarga a los 110 DPV fue menos satisfactoria
que a los 30 DPV. En la prueba de SP esta dife-
rencia se debe al mayor nimero de animales pro-
tegidos con Indices de < 2 que al de cerdos no
protegidos con altos niveles de anticuerpos. En la
prueba de MN, 7 de 20 cerdos con titulos de 15a
2,4 desarroliaron lesiones en 1 6 2 patas.

En el trabajo anterior (2) Ia descarga en cerdos
vacunados a los 110 DPV indico algunos proble-
mas de interpretacién de las lesiones, como en el
caso de cerdos con altos niveles de anticuerpos
neutralizantes que desarrollaron lesiones vesicula-
res. Este hecho fue relacionado con el examen fre-
cuente de los animales después de la exposicién y
la produccion de abrasiones en la piel, que permi-
ten la penetracidn y replicacién local del virus,
causando lesiones locales en animales con niveles
significativos de anticuerpos. Otros factores, como
la diferencia de peso de los animales a los 30 6 1 10
DPV, también podrian ser relacionados con las di-
ferencias observadas en las pruebas de descarga.

Leeuw et al. (8) estudiaron la reacci6n de cer-
dos vacunados después de la exposicién al virus
por diferentes métodos. En esos experimentos
los cerdos se expusieron al virus por medio de iso-
Pos, contacto e inoculacién y fueron mantenidos
separados o en grupos. Los autores concluyeron
que el ndmero de animales enfermos en el grupo
tuvo influencia sobre los resultados Yy que la ex-
posiciébn por contacto fue el método més severo.
En este experimento no se observaron diferencias
entre la exposicion por inoculacién intraplantar y
el contacto a los 30 DPV, probablemente debido
al estrecho contacto entre los animales vacunados
y los no-vacunados enfermos. De los 32 cerdos en
cada grupo de exposicion, 26 estaban protegidos
frente a la inoculacién intraplantar y 30 para la
exposicion por contacto. Como no se hizo una
estratificacion previa basada en los niveles de an-
ticuerpos, en el grupo de animales inoculados hubo
4 cerdos vacunados con 0,3 ml de vacuna concen-
trada (FC 10X) y bajos niveles de anticuerpos
mientras en el grupo de contacto habia solamente
uno.

A los 110 DPV, 9 de 12 cerdos tenfan niveles

de anticuerpos < 2 en la prueba de seroprotec-
cién y aln estaban protegides. Esto es particular-
mente significativo por el alto nivel de infecciosi-
dad en el ambiente debido a que todos los cerdos
controles, inoculados y contactos, enfermaron con
lesiones generalizadas. La proteccidén de animales
sin anticuerpos circulantes detectables también ha
sido informada (8).

El método de descarga por contacto no mostr
diferencia con la exposicién por inoculacién. Por
la facilidad de su ejecucién podria ser considerado
como método de eleccion para las pruebas de ruti-
na de control de vacuna antiaftosa en cerdos.
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FOOT-AND-MOUTH DISEASE OIL ADJUVANTED VACCINE FOR PIGS.
1i. INTRAPERITONEAL VACCINATION OF YOUNG PIGS WITH DOUBLE EMULSION VACCINE!'

P. Augé de Mello®; Ivo Gomes?; A. Alonso Ferndndez®; J.C. Mascarenhas®

SUMMARY

A trivalent double emuision FMD vaccine
was compared at 30 and 110 days post-vacci-
nation (DPV) in pigs with 2 similar vaccines
containing antigens concentrated by polyeth-
ylene glycol (PEG) precipitation. The anti-
gens in those two vaccines had 1X and 10X
the CF capacity of the original antigens. The
vaccines were used to vaccinate recently wean-
ed pigs by the intraperitoneal route in a 3 mi
dose. The 10X CF vaccine was also used in a
0.3 ml dose.

All vaccines induced good levels of circu-
lating antibodies for the three strains of the
FMD virus and the protection against FMD vi-
rus subtype O, strain Campos was excellent,
particularly in the 10X CF vaccine used in the
3 ml dose. No undesirable side effects were
observed.

In this experiment a good correlation was
observed between antibody levels at 30 DPV
and protection at challenge both for the mouse
protection test and for the microneutralization
test. At 110 DPV there was a poor correlation
of the mouse protection test and protection
at challenge caused, in particular, by pigs with
low mouse protection indices.

During the challenge at 30 days a compari-
son between foot-inoculation and contact meth-
ods of exposure revealed no differences between
the two.

IThis work was supported by grants from the
FRIGOBRAS - Cia. Brasileira de Frigorificos and the
Instituto Vallée S.A.

2pan American Foot-and-Mouth Disease Center, Caixa
Postal 589, ZC-00, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

33ecretaria de Agricultura do Estado do Parana, Rua
dos Funcionarios, 1559, Curitiba, PR, Brazil.

INTRODUCTION

An earlier paper (2) reported that a double
emulsion (7} foot-and-mouth disease (FMD) oil
adjuvanted vaccine, when applied intraperitone-
ally in recently weaned pigs produced no unde-
sirable local tissue reactions nor macroscopic
changes in the regional lymph nodes. Thus, this
type of formulation and route of application
appeared more suitable for use in the field than
primary emulsion vaccine {12). Also the immu-
nogenicity of these vaccines when used intra-
peritoneally was satisfactory, and the results
were not significantly different from subcuta-
neous or intramuscular application.

The present paper reports some further studies
on the intraperitoneal vaccination of young pigs
with oil adjuvanted double emulsion FMD vac-
cines containing different quantities of antigen
and adjuvant. At 30 DPV comparisons were
also made between the intraplantar needle ex-
posure and contact exposure. Finally, the cor-
relation between circulating antibodies and FMD
virus challenge is discussed.

MATERIALS AND METHODS
Vaccines

The antigens used in the formulation of the
vaccines were FMD virus O; strain Campos,
A, 4 strain Cruzeiro and Cj3 strain Resende.
The virus suspensions were inactivated with
binary ethylenimine (3). From each monova-
lent inactivated antigen suspension a portion
was precipitated with 10% (w/v} of polyethyl-
ene glycol (PEG) 6000, followed by centrifuga-
tion at 800 g for 60 min. The sediment was re-
suspended in Eagle’s medium (pH 7.4) to the
extent that the complement fixation (CF) titer
(4) was respectively 1X or 10X the CF titer of
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the original antigen suspension. Table 1 shows
the characteristics of each of the antigens.

TABLE 1. Characteristics of the FMD antigens®

Titers
Antigens CCIDsg CF 10X conc.b
0O; Campos 7.0 1/12 1/130
A4 Cruzeiro 7.0 1/26 1/250
C3 Resende 7.3 1/16 1/140

#produced in BHK 21 C 13 ceils cloned in roller bottles.

5 Concentration by PEG 6000.
CCIDso = Cell cuiture infectious doses.

CF = Complement fixation.

Equal parts of the monovalent antigen suspen-
sions, with or without PEG treatment, were mixed
to form 3 trivalent suspensions: 1) reference - an-
tigens without PEG treatment; 2) 1X CF - PEG -
treated antigens with CF titers similar to those
of the original antigens; and 3) 10X CF - PEG -
treated antigens with a 10X higher CF titer than
the original antigens.

With each of the trivaient suspensions a dou-
ble emulsion oil adjuvanted vaccine was formu-
lated as described (2).

Potency test

Groups of guinea pigs (GP) were inoculated
with 0.5 ml of 3-fold dilutions of the reference
vaccine {(Antigens No. 1) in buffered saline phos-
phate with 2% polyoxyethylene 20 sorbitan
monooleate® (pH 7.4). Thirty days later these
guinea pigs were inoculated in one footpad with
10° GP generalizing doses of FMD virus strain
0, Campos (8).

The resuits showed that 0.5 ml of the refer-
ence vaccine contained 11 GP PD; .

4Tween 80 - ICI America Inc. Atlas Chemical Division.

Pigs

Two-month old recently weaned hybrid Humus-
Seghers® pigs of approximately 20 kg were used
in this experiment. Four groups of 25 pigs each
were vaccinated intraperitoneally as follows:
pigs of Group 1 received 3 ml of the reference
vaccine (Antigens No. 1); Group 2 was vaccinated
with 1X CF vaccine (Antigens No. 2) at a 3 ml
dose; Groups 3 and 4 were vaccinated with 10X
CF vaccine (Antigens No. 3) with 3 mi and 0.3 ml,
respectively. Eight pigs were left unvaccinated to
serve as future controis and virus donors.

Challenge of immunity

At 30 DPV 16 of the 25 vaccinated pigs of
each group were exposed to FMD virus O,, strain
Campos. Eight pigs were inoculated in the heel
of the right hind foot with 10 mouse LD;,
and 8 were kept as controls. Two of the 4 un-
vaccinated pigs were similarly exposed and 2
remained as control. The animals were main-
tained in intimate contact and were all housed
in separate isolation units for each type of chal-
lenge.

At 110 DPV the remaining pigs of each group
were exposed by contact in a similar manner by
infecting 2 donor pigs and adding 2 unvaccinated
control pigs.

The pigs were examined for FMD on the
12th day after the start of virus exposure,

Antibodies

Serum was collected from all pigs at O days
and at 30 DPV. Of those pigs not challenged
at 30 days, serum was also collected at 60 and
90 DPV.

Circulating neutralizing antibody titers were
determined by the microneutralization test (MNT)
(6) against the 3 virus strains used for the prepara-
tion of the vaccines. The 30 and 90 DPV sera
were also used in a mouse protection test (MPT)
(5) against FMD virus O, strain Campos.

5HUMUS AGRICOLA S.A. Via Armando Sales Oliveira,
SP-322 km 356, Pitangueiras, SP, Brazii.
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RESULTS

Tabie 2 shows the levels of neutralizing an-
tibodies at 30, 60 and 90 DPV against the 3
types of FMD virus. 1t can be observed that
all vaccines induced adequate levels of circu-
lating antibody. The reference vaccine and the
1X CF vaccine which contained the same amount
of antigen gave similar results while the 10X CF
vaccine induced a higher response when used
as a 3 ml dose. However, this same vaccine pro-
duced poorer results when used as a 0.3 mi dose,
particularly against type O, Campos, at 60 and
90 DPV.,

The results of the challenge test at 30 and
110 DPV against type O; Campos are listed

in Table 3. . :

At 30 and 110 DPV the 10X CF vaccine
in the 3 ml dose showed the best protection
with none of the exposed animals showing any
sign of clinical FMD. The same vaccine in the
0.3 ml dose gave lower protection both at 30
and 110 DPV. )

The reference vaccine as well as the 1X'CF
were equaily satisfactory at 30 DPV. At 110
DPV the reference vaccine still induced a good
level of protection but the interpretation of
the 1X CF vaccine was difficult because 5 ani-
mals in this group died between 60 and 90 DPV.
from causes not related to FMD. The 3 remaining
pigs were protected and the antibody responses
at 30, 60 and 90 DPV were similar to those of
the reference vaccine.

TABLE 2. Mean and standard deviation of the neutralization titers of
sera obtained from pigs vaccinated with double emulsion

oil adjuvanted FMD vaccine
Type Days post-vaccination
Doses of
Vaccine {mi) virus 0 30 60 90
(o] <1.0 251 £ O.SGa 217 t 0.34b 2,85 = 0.33b
Reference 3 <1.0 2.80 £ 0.65 2.85 £ 0.46 2.73 * 0.51
C <1.0 2.72  0.57 2.40 £ 0.39 252 ¥ 0.33
[} <1.0 265 * 0.50 248 * 0.70 275 + 0.23
1X FC 3 <1.0 3.23 * 0.49 3.3 * 032 3.2 * 0.09
C <1.0 2.78 £ 0.53 2.66 * 0.35 29 * 0.09
(@] <1.0 2.63 £ 0.34 258 * 0.53 2.58 * 0.53
3 <1.0 3.23 * 0.27 3.27 + 0.56 3.20 * 0.57
C <1.0 3.0 * 045 2.65 t 0.57 285 £ 0.74
10X FC
o] <1.0 2.18 * 0.60 1.82 £ 0.23 1.88 + 0.35
03 <1.0 2.50 £ 0.73 265 * 042 2.37 = 0.56
C <1.0 2.32 + 0.66 217 * 0.57 193 * 0.43

995 animals per group.

bMeans from 9 animals per group with the exception of 1X CF group in which one animal died at

60 DPV and 4 died before completing 90 DPV.
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TABLE 3. Protection of pigs against FMDV 0, Campos
after vaccination with a double emulsion oil
adjuvanted FMD vaccine

Challenge
30 DPV 110 DPV
Doses
Vaccine (ml) IDP  Contact IDP  Contact
Reference 3 78 8 6/9
1X CF 3 718 88 3P
3 8/8 8/8 8/9
10X CF
0.3 4/8 /8 5/9
Controls 112 on2 0/2 0/2

INumber of animals protected over animals challenged.
bFive pigs died between 60 and 90 DPV.

“One pig died after inoculation.

DPV = Days post-vaccination.

IDP = Intradermoplantar inoculation.

The correlation between protection at chal-
lenge and the levels of circulating antibodies
(MNT and MPT) at 30 DPV are presented in
Table 4. If the value of = 2 is taken to indicate
protection for the MNT or the MPT (5), then
there exists an excellent correlation between

protection and antibody levels, r = 0.83 and
0.79, respectively. Eight out of 64 pigs chal-
lenged developed vesicular lesions. Seven of

those did not have detectable antibodies in each
of the tests (0.0 and 0.9) and developed gener-
alized lesions. One animal of the 8 which had
a neutralization titer between 1.5 and 1.9 and
an MPI in the 1.0 and 1.9 range, only devel-
oped lesions on 2 feet. There were 4 and 3 pro-
tected pigs with a value below 2.0 for the MPT
and the MNT, respectively.

Using a similar value of 2 the results at 110
DPV, as listed in Table 5, indicated a poor cor-
relation between protection at challenge and the
neutralization test and the mouse protection
{r = 0.02 and 0.03, respectively).

TABLE 4. Antibodies of pigs at 30 DPV with a double emulsion oil
adjuvanted FMD vaccine in challenge by intradermoplantar
inoculation or by contact against FMDV Oy Campos

Number of affected feet

Range of Number of
Type of test antibodies animals 0 1 2 3 4
0.0-0.9 8 1 —~ — - 7
10-19 4 3 — 1 - —
Serumprotection 20-29 0 _ _ _ _ _
> 3.0 52 52 - — - -
Total 64 56 0 1 0 7
0.0-0.9 7 - - - — 7
1.0-14 0 - - - - -
Microneutralization 15—19 4 3 - 1 - -
20-24 17 17 - - - -
>25 36 36 - — - -
Total 64 56 0 1 0 7
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TABLE 5. Antibodies of pigs 90 and 110 DPV with a double emulsion oil
adjuvanted FMD vaccine in challenge by intradermoplantar inoculation
or by contact against FMDV O, Campos

Number of affected feet

Range of Number of
Type of test antibodies animals o] 1 2 3 4
0.0-09 9 6 2 - - 1
. 10-19 3 3 - - - -
Serumprotection 20-29 6 2 _ _ _
>3.0 10 8 1 1 - -
Total 30 23 5 1 0 1
0.0—-0.9 o] - - - - -
1.0-14 ¢} - — — - -
Microneutralization 15—-19 ’ 8 1 - - 1
20~-24 12 7 4 1 - -
>28 10 10 - - - -
Total 30 23 5 1 0 1

DISCUSSION

Double emuision oil adjuvanted FMD vac-
cine used intraperitoneally in recently weaned
pigs induced adequate levels of circulating an-
tibodies, which confirmed earlier observations
(2). There were also no undesirable side effects
nor abnormalities in the regional lymph nodes.

The protection produced by these vaccines
against FMD O; virus was excellent, particu-
larly with antigens which were concentrated to
a 10-fold CF titer and applied in a 3 ml dose.
However, when this same vaccine was used in
a 0.3 ml dose the resuits were inferior to those
obtained with the reference vaccine or the 1X
CF vaccine containing similar amounts of an-
tigen per dose.

Several investigators (1, 9, 10, 11) have stud-
ied vaccines applied in small volumes with pu-
rified concentrated antigens for the immuniza-
tion of pigs. Such smaller volumes are used to
reduce or to prevent undesirable tissue reac-
tion to the oil adjuvant. However, results ob-
tained in the present experiment seem to indi-

cate that reducing the quantity of oil adjuvant
decreases the immunogenicity of the vaccine.

A good correlation was observed between
the circulating antibodies at 30 DPV, between
antibody titers or indices and protection of the
pigs at challenge (Table 4). If animals with MNT
or MPI values < 2 are assumed not to be pro-
tected, it can be seen that for the MPT, 4 out
of 12 pigs with values lower than 2 did not de-
velop FMD. A fifth pig with an MPI < 2 was
partially protected {2 feet). The results of the
MNT are quite similar; 3 of 11 pigs did not de-
velop lesions and one pig had lesions on 2 feet.
With a vaiue of > 3.0 for the MPl and > 2.0
with MNT all pigs were protected. The correla-
tion between levels of antibodies in both tests
and the protection of animals at challenge at
110 DPV was less satisfactory than at 30 DPV.
In the MPT this difference is due to the larger
number of protected animals with indices < 2
rather than to non-protected pigs with high
levels of antibodies. In the MNT there were
several pigs (7/20) with titers in the 1.5 - 2.4
range which developed lesions in 1 or 2 feet.
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Earlier work (2) indicated that challenge at
110 DPV of vaccinated pigs caused some pro-
blems in the interpretation of lesions, such as
in the case of pigs with high antibody levels that
developed vesicular lesions, and that frequent
examination of animals after virus exposure may
produce abrasions of skin permitting the entry
and local replication of virus, thus causing local
lesions in animals with significant levels of an-
tibody. Factors such as the difference in weight
of the animals at 30 or 110 DPV may relate to
the difference in the challenge results.

Leeuw et al. (8) studied the reaction of vac-
cinated pigs after different methods of virus
exposure. In those experiments the pigs were
exposed by swabbing, contact or inoculation
and kept separately or in groups. Among other
conclusions these investigators indicate that
the results of such exposure are strongly influ-
enced by diseased roommates and that contact
exposure was the most severe of the methods
used. In our resuits there were no differences
between inoculation or contact exposure at
30 DPV, probably because of the intimate con-
tact between vaccinated and diseased non-vac-
cinated pigs. Of 32 pigs challenged in each group
26 were protected after inoculation and 30 by
contact. Since no previous stratification on the
basis of antibody levels was made, 4 pigs vac-
cinated with a 0.3 ml dose of the 10X CF vac-
cine with low antibody levels were in the inoc-
ulated group against only one similar animal in
the contact group.

At 110 DPV a relatively targe number of pigs
had antibody levels < 2 (9/12) in the mouse
protection test and still were protected. This
is particularly noteworthy because of the high
level of infectivity in the environment caused
by the inoculated and contact control pigs which
all became severely ill with generalized lesions.
Protection of animals without detectable circu-
lating antibodies has also been reported (8).

No difference was observed between needle
or contact challenge. Because of its practica-
bility, the contact challenge may be the method
of choice for routine vaccine positive controt
tests in pigs.
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VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO: ESTUDIO COOPERATIVO

Argentina (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria [INTA])!

y

Estados Unidos de América (Centro de Enfermedades Animales de Plum Island [PIADC))?

RESUMEN

Se presenta un resumen de los estudios coopera-
tivos sobre vacunas contra la fiebre aftosa realiza-
dos por el Instituto Nacional de Tecnologia Agro-
pecuaria, Argentina, el Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa, Brasil, y el Centro de Enfermedades
Animales de Plum Island, Estados Unidos de Amé-
rica. Estos estudios se refieren a la respuesta in-
munitaria obtenida en novillos con (1) vacunas de
virus Frenkel preparadas con adyuvantes oleosos
e hidroxido de aluminio. Cuando la inmunidad de
los novillos fue comprobada a los 30 dias, la vacu-
na Frenkel con adyuvante de hidréxido de alumi-
nio y saponina dio una mejor proteccién. En el
trabajo principal (11), se estudi6 la respuesta de
novillos a las 3 vacunas producidas en BHK emulsi-
ficadas con adyuvante oleoso.  Las tres vacunas
fueron asi preparadas: en una, la suspension del vi-
rus fue usada en la misma concentracién en que
fue cultivada; y en las otras dos, fue concentrada
100 veces por la técnica de polietilenglicol y luego
diluida a concentraciones de 20X y 1X, respectiva-
mente. La respuesta de anticuerpos y la protec-

1S. Rivenson; O. Ibarra; O.P. Gaggino; O. Laporte;
H. Garcia Olano; J.C. Pizzi; L.. Marangunich. Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Servicio Nacional
de Programacién y Evaluacién Técnica, San José 151, 2°
Piso, Buenos Aires, Argentina.

2J.J. Callis; P.D. McKercher; J.H. Graves; H.L.
Bachrach; K.M. Cowan; H.R. Cunliffe. USDA, Science
and Education Administration, Federal Research, Plum
Island Animal Disease Center, P.O. Box 848, Greenport,
New York 11944, US.A.
LLa mencion de una marca registrada o de propiedad de
un producto no constituye una certificacién de garantia
de ese producto por parte del Departamento de Agricuitu-
ra de los Estados Unidoé de América ni implica su aproba-
cién ni la exclusién de otros productos utilizables con fi-
nes similares.”

cién obtenida por las tres vacunas fue similar. Se
concluye que en los tres grupos los animales tuvie-
ron una proteccion similar cuando su inmunidad
fue comprobada, lo que indica que estas concen-
traciones diferentes de antigeno no resultaron en
diferencias significativas de proteccién.

INTRODUCCION

Se presenta un resumen de los resuitados obte-
nidos en estudios cooperativos sobre vacunas de vi-
rus de la fiebre aftosa (FA) realizados en Argentina
por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecua-
ria (INTA), el Centro Panamericano de Fiebre Af-
tosa (CPFA), Brasil, y el Centro de Enfermedades
Animales de Plum Island (PIADC), Estados Uni-
dos de América, durante un periodo de varios afios
(1968-1975) (9, 11,12). En este trabajo se evalua
la respuesta inmunitaria de vacunas de adyuvante
oleoso y de hidréxido de aluminio en bovinos {par-
te 1) y la respuesta inmunitaria después de la vacu-
nacién y revacunacién con una vacuna antiaftosa
emulsificada con adyuvante oleoso (parte I1}). En
los estudios preliminares se compararon los resulta-
dos de vacunas en las cuales los virus utilizados co-
mo antigenos se cultivaron en células BHK, se inac-
tivaron con acetiletileneimina (AEl)} y se emulsifi-
caron con adyuvante oleoso (PIADC e INTA), y va-
cunas en que los virus usados como antigenos se
obtuvieron en cultivos de Frenkel, se inactivaron
con formaldehido y se combinaron con hidréxido
de aluminio y saponina. Los bovinos vacunados
fueron mantenidos en una unidad de aislamiento en
la Penfnsula Valdés, provincia Chubut, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de cepas de virus de la FA

Por recomendacion de representantes del CPFA,
las cepas de virus de la FA subtipos O; Caseros,
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A, 4 Cruzeiro y C; Resende, seleccionadas para la
preparacion de la vacuna fueron semejantes a las
mencionadas previamente (9, 11).

Vacunas

Para la parte inicial (1) de estos estudios fueron
preparadas cuatro vacunas trivalentes: 1) virus de
la FA cultivado en Frenkel, inactivado con formal-
dehido y combinado con adyuvante hidréxido de
aluminio y saponina; 2) virus de la FA cultivado
como en el numero 1) pero combinado con la for-
mula oleosa del INTA; 3) virus de la FA cultivado
en células BHK, inactivado con AEl y emulsifica-
do con adyuvante oleoso del PIADC, y 4) similar
al namero 3) pero emulsificado con el adyuvante
oleoso del INTA (1, 2, 10).

En la segunda parte (l1) que constituye la prin-
cipal detl estudio informado (9), fueron usadas tres
vacunas trivalentes, como sigue: 1) Vacuna 1 - vi-
rus cultivado en células BHK, inactivado con AEI
y emulsificado con adyuvante oleoso (formula de
INTA) (2); 2) Vacuna 2 - virus cultivado como en
1), concentrado 100 veces por la técnica de polieti-
lenglicol (13) y después reconstituido para conte-
ner aproximadamente la misma masa antigénica de
la Vacuna 1;y 3) Vacuna 3 - virus procesado como
la Vacuna 2, pero ajustado para contener 20 veces
la masa antigénica de las Vacunas 1 y 2.

Pruebas de inocuidad

La infectividad de cada antigeno preparado en
el PIADC fue probada inoculando la lengua de 6
‘novillos en 20 puntos con 0,1 ml del virus inacti-
vado (8). Todos los antigenos y los productos fi-
nales fueron posteriormente probados en forma
similar en Argentina antes de usar en la parte | y
en el PIADC antes de usar en la parte |1.

Pruebas de potencia

Los antigenos BHK preparados en el PIADC
para la parte | fueron probados como vacunas mo-
novalentes y trivalentes antes de su envio a la Ar-
gentina. las vacunas monovalentes fueron inocu-
ladas en 6 novillos y su inmunidad fue comproba-
da con virus homdlogos a los 30 dias postvacuna-
cién (DPV). Los mismos antigenos fueron usados

en la vacuna trivalente y una dosis de 5 ml de esta
vacuna fue inoculada en cada uno de los 6 novillos
y la inmunidad fue comprobada a los 30 DPV.

En Argentina se realizd una prueba de potencia
a los 30 dias con las vacunas 1,2, 3y 4. Con cada
vacuna se inocularon 27 novitlos y estos animales,
totalizando 108, y los controles fueron manteni-
dos en una estacién de aislamiento en Puesto La-
rralde en la Peninsula Valdés.

En la prueba de potencia de la parte |, 12 novi-
llos fueron inoculados por via subcutdnea, con una
dosis de 5 mi, utilizando 4 novillos para cada vacu-
na - 1, 2 y 3. Fue determinada la dosis protectora
50% bovino para el virus O de las vacunas 1y 2 (9).

Vacunacion

Para el estudio (li) fueron seleccionados 371
novillos entre 1 y 2 afios de edad procedentes de
Chubut, provincia meridional de Argentina, ubica-
da en el area libre de FA de la Patagonia, los cua-
les fueron transferidos para la estacion de manteni-
miento de bovinos en la Peninsula Valdés. Los sue-
ros de los novillos seieccionados fueron examina-
dos en el INTA para comprobar la presencia de an-
ticuerpos de la FA por la prueba de seroproteccién
(5). Fueron seleccionados para usar en este estu-
dio aquellos con un indice de seroneutralizacion
menor que uno. Se formaron 4 grupos de 52 ani-
males cada uno, un grupo para cada una de las 3
vacunas y un grupo de controles sin vacunar. Cada
grupo de 52 animales fue escogido de 371 animales
por el método de seleccion al azar en un computa-
dor (9).

Serologia

Se extrajeron muestras de sangre de los anima-
les vacunados vy los controles a 0, 30, 60, 120, 180,
240, 300, 365, 455 y 545 DPV. Los sueros fueron
examinados en el PIADC para comprobar anticuer-
pos contra los tipos O, A v C del virus de la FA de
acuerdo con varias técnicas seroldgicas, incluyendo
la inmunodifusion radial (4), microneutralizacién
{14), reduccion de placas (3), DPs, raton (6} y
prueba de seroproteccidon en ratén lactante (5).

Los valores obtenidos para las 5 pruebas frente
al virus de FA (9), se analizaron junto con los
resultados de comprobacién de inmunidad. De
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acuerdo con este andlisis, las pruebas que indicaron
con més efectividad cuales eran los animales prote-
gidos y los no protegidos fueron la seroproteccion
y la DPs, en raton lactante.

Comprobacién de inmunidad

En los estudios de potencia realizados en la
Argentina (inicial, parte 1), los novillos se trans-
portaron en camion desde la Peninsula Valdés a
Buenos Aires, donde fueron divididos en 3 gru-
pos y colocados en establos aislados, distribuidos
de acuerdo con el tipo de virus (O, A y C) para
ser usados en la prueba de inmunidad. Cada gru-
po, incluyendo los controles, consisti6 de 9 ani-
males seleccionados al azar de los diferentes grupos
de vacuna. La descarga de virus se hizo con epi-
telio lingual bovino refrescado en bovino dentro
de un periodo de 60 dias y recientemente titulado
en ratones. La dosis de virus de descarga fue de
10.000 DLs, raton contenida en 1 ml e inoculada
por via intradermolingual en 4 puntos de la lengua
infectando 0,25 ml por punto. A las 48 horas de
la descarga, los animales control de cada grupo
fueron examinados, para comprobar si la dosis de
virus de descarga era efectiva, colectindose tejidos
para tipificacion por fijacion del complemento
(FC) para comprobar si la infeccion fue causada
por el virus de descarga. Todos los animales fue-
ron examinados a los 5 y 10 dras después de la

descarga y los resultados finales fueron resumidos.

En el estudio principal (11), cada grupo de novi-
llos vacunados se dividi6 en 3 grupos de 16 anima-
les cada uno, por seleccion al azar en un computa-
dor. Cuatro animales sobrantes en cada grupo de
52 constituyeron los reemplazantes de los animales
que morian o eran lesionados. La inmunidad de
todos los grupos fue comprobada por exposicion
al virus A de la FA, de la siguiente manera: un
grupo a los 6 meses, un grupo a los 12 meses, y
un grupo revacunado a los 6 meses y comprobado
12 meses después.

RESULTADOS
Prueba de proteccion

Todos los antfgenos y muestras de vacuna del
estudio inicial (I} y del estudio principal (1) de-
maostraron ser inocuas para los novillos inoculados.

Pruebas de potencia

Los resultados de la comprobacién de inmuni-
dad obtenidos en el estudio | se presentan en la
Tabla 1.

En el estudio 11, 1 de 4 novillos inoculados con
la Vacuna 1 desarrollé una lesion secundaria en la
encia; los novillos inoculados con las Vacunas 2 y
3 fueron mas resistentes a la infeccion.

TABLA 1. Resultados del estudio inicial, cantidad de animales protegidos
con la descarga, infectados con virus O, Ay Cdela FA a los
30 dras postvacunacién

Vacunas

Descarga Frenkel, Al {OH)3 Frenkel, INTA BHK, PIADC BHK, INTA
Tipo virus FA y saponina aceite aceite aceite Controles
o 9/94 1/9 6/9 3/8 0/9
A 9/9 3/9 5/9 5/9 0/9
Cc 9/9 7/9 8/9 9/9 1/9

aCédigo: Numerador, numero de animales protegidos; denominador, nimero de animales descar-

gados.
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Serologia

Los anédlisis de anticuerpos de los sueros de los
novillos (parte 1) fueron realizados por la prueba
de seroneutralizacién en cultivo celular y presenta-
dos como indices de neutralizacién (Tabla 2).

TABLA 2. /Indices de neutralizacién de sueros
bovinos del estudio | frente a los virus
A24, A24_25 y A25 de la FA

. . a
Indices con virus de la FA

Vacunas Azg Aza.25 Azs
Frenkel, Al (OH)3y
saponina 3,32 2,02 1,73
Frenkel, INTA aceite 1,01 1,78 1,27
BHK, PIADC aceite 3,86 0,62 0,73
BHK, INTA aceite 4,04 1,42 0,45
aA24 = virus cultivado en células BHK; Aya_95 = virus

cultivados en cultivos Frenkel.

Los titulos de los sueros frente al virus A obte-
nidos por las 5 técnicas {parte 11), asi como los re-
sultados de comprobacion de la inmunidad, se es-
tudiaron por anélisis discriminatorio.

Los resultados del analisis y de los datos para
los 3 grupos de comprobacién de inmunidad por
descarga a los 180, 365 y 545 DPV indicaron que
la prueba de seroproteccion fue la mds efectiva
para determinar los animales protegidos y los no
protegidos.

Con los mismos datos, examinados por las 5
técnicas serolégicas pero que incluian un adicio-
nal de 34 animales que no fueron analizados por
radioinmunodifusién, la prueba DP;, en ratones
lactantes pareci6 ser la mds efectiva.

Inmunidad

Los resultados de la comprobacién de inmuni-
dad por descarga de los animales (parte 1) se pre-
sentan en la Tabla 3.

En general, aunque todos los grupos tenifan una

proteccion considerable cuando su inmunidad fue
comprobada frente al virus A de Ia FA, hubo poca
diferencia entre |as vacunas, tiempo de exposicién
y los resultados de revacunacion.

Los resultados de los datos de la descarga fue-
ron examinados por la técnica de Chi cuadrado pa-
ra comparar las vacunas, la duracién de la inmuni-
dad y el posible comportamiento diferencial de
las vacunas durante el tiempo estipulado o losg pe-
riodos de proteccion bajo diferentes vacunas. No
hubo valores Chi cuadrado significativos. En anij-
males primovacunados la inmunidad a los 12 meses
fue igual que a los 6 meses. En animales revacuna-
dos a los 6 meses, la inmunidad a los 12 meses
también fue igual que a los 12 meses en animales
primovacunados. La respuesta de ias vacunas no
cambié durante el tiempo de observacién, asf co-
Mo tampoco la inmunidad de las vacunas varié a
diferentes tiempos. Las vacunas protegieron con-
tra el virus de la FA por lo menos 1 afio, a cerca de
tres-cuartas partes de los novillos vacunados,

TABLA 3. Resultados de la comprobacién de
inmunidad con el virus A de Ja FA

Dias postvacunacién

Vacuna No 2 180 365 5452 Total
1 13/16° 11716 9/16  33/a8
2(1X) 12/16 10/16  13/16  35/48
3 (20X) 15/16 13/16 11716 39/48

Total 40/48 34/48  33/48 107/144

aVacuna N°® 1, virus cultivado en células BHK (no concen-
trada); vacuna N° 2, virus cultivado en células BH K, con-
centrada 100 veces y reconstituida para contener la mis-
ma masa antigénica que fa N° 1; vacuna N° 3, virus igual
a la N° 2, pero ajustada para contener 20 veces fa masa
antigénica de la N° 1 y N© 2.

bRevacunados a los 180 dras después de la vacunacién

inicial.

c . . . .
Cédigo: Numerador, nimero de animaies protegidos;
denominador, nimero de animales descargados.



Bltn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 31-32

33

DISCUSION

En el estudio |, los mejores resultados se obtu-
vieron con vacuna producida en cultivos Frenkel
y combinada con hidréxido de aluminio y adyu-
vante de saponina (Tablas 1 y 2). Todos los no-
villos vacunados con esta vacuna estaban protegi-
dos cuando su inmunidad fue comprobada a los
30 DPV. Bajo las condiciones del estudio, todos
los animales estaban completamente protegidos
frente a los virus O, A yCdela FA.

Las vacunas preparadas de antigenos cultivados
en cultivos BHK, inactivados con AE| y emulsifi-
cados con adyuvantes oleosos (férmulas PIADC e
INTA) protegieron 67% y 63% respectivamente
de los animales en prueba. )

La vacuna preparada de ios antigenos de cul-
tivos Frenkel, inactivados con formaldehido vy
emulsificados con aceite (INTA), protegieron sblo
42% de los novillos y produjeron la respuesta mas
pobre de las cuatro vacunas.

Antes de la comprobacién de inmunidad del es-
tudio 1, pruebas de FC llevadas a cabo en el CPFA
e INTA indicaron que el virus de la FA usado para
el antigeno A en las vacunas de Frenkel inclufan 2
cepas del virus A, el A,, v el A,s. La informa-
cion det CPFA indicé que el antigeno A en ambas
vacunas BHK fue el A, y que no inclufa el Ay
como en las vacunas preparadas con los antigenos
Frenkel. La media de los indices de neutraliza-
cion para las 4 vacunas, obtenida con cada uno
de los 3 tipos de virus, aparece en la Tabla 2. Para
el virus tipo A, 4, la media de los indices de pro-
teccion de las dos vacunas BHK (que fueron uni-
formemente aitos y muy similares) fue significati-
vamente mas alta que aquella presentada por las
2 vacunas Frenkel.

El efecto real de Ia descarga con virus A, 4 de la
FA que contenfa A, 5 es bastante dificil de deter-
minar. Sin embargo, Graves et a/. (7) informaron
que la inmunidad depende mucho del parentesco
del subtipo de virus usado para la exposicion, con
el usado en la preparacion de la vacuna. Posible-
mente, la proteccién mas pobre dada por ios anti-
genos BHK, que contenfan s6lo virus A,y de la
FA, estuvo relacionada con la descarga de virus
que contenfa los subtipos A, 4., 5 de la FA.

En el estudio 11, las reacciones que aparecieron

en los sitios de vacunacion, particularmente cuan-
do los animales eran revacunados, fueron severas
pero desaparecieron alrededor de los 30 dias.
La inmunidad de los novillos fue comprobada fren-
te al virus A; sin embargo, de acuerdo con la canti-
dad de anticuerpos detectados por los diferentes
métodos, se puede suponer que la prueba tuvo un
éxito razonable para 2 de los 3 tipos de virus en-
sayados {A y C). La respuesta de anticuerpos ob-
tenida con el virus O, con excepcion de la prueba
de potencia, fue decepcionante (9). Se puede es-
pecular que este virus es mas sensible y fragil que
los tipos A y C y de esta forma no permanece es-
table en la vacuna emulsificada.

Los resultados de Ia descarga a los 6 meses
después de la vacunacion, 12 meses después de
la vacunacién, y 12 meses después de la revacuna-
cidn (a los 6 meses) fueron ligeramente diferen-
tes, indicando que es necesario realizar otros es-
tudios para determinar el tiempo 6ptimo de reva-
cunacién con tales productos.

La respuesta obtenida con las 3 vacunas en el
estudio 1l fue muy similar. La vacuna concentra-
da 20 veces no produjo una mayor respuesta de
anticuerpos ni un mayor grado de proteccién que
la vacuna cruda o la de concentracién 1X.
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OIL ADJUVANTED FOOT-AND-MOUTH DISEASE VACCINE: A COOPERATIVE STUDY

Argentina (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria [INTA ])1
and the
United States (Plum Island Animal Disease Center [PIADC])?

ABSTRACT

A summation of cooperative studies on foot-
and-mouth disease virus vaccines between the Ar-
gentine Instituto Nacional de Tecnologia Agrope-
cuaria (INTA), the Pan American Foot-and-Mouth
Disease Center, Brazil, and the United States Plum
Island Animal Disease Center, is presented. These
studies involve the immune response obtained in
steers from (1) Frenkel virus vaccines prepared in
oil and aluminum hydroxide adjuvants. When the
immunity of the steers was challenged at 30 days,
the Frenkel vaccine adjuvanted with aluminum hy-
droxide and saponin gave the best protection. In
the major study (11), the response of steers from 3
BHK produced virus vaccines emulsified with oil
adjuvant was studied. The three vaccines were pre-
pared: one in which the virus was used in the con-
centration in which it was harvested; the other
two from virus which was concentrated 100-fold
by the poiyethylene-glycol technique and then
diluted to a 20X and 1X concentration. The anti-
body response and protection afforded by the 3
vaccines were similar. |t was concluded that ani-
mals in the three groups were afforded similar

lg, Rivenson; O. lbarra; O.P. Gaggino; O. Laporte;
H. Garcia Olano; J.C. Pizzi; L. Marangunich. Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Servicio Nacional
de Programacion y Evaluacién Técnica, San José 151, 2°
Piso, Buenos Aires, Argentina.

25J. Callis; P.D. McKercher; J.H. Graves; H.L.
Bachrach; K.M. Cowan; H.R. Cunliffe. USDA, Science
and Education Administration, Federal Research, Plum
Island Animal Disease Center, P.0O. Box 848, Greenport,
New York 11944, US.A.

“Mention of a trademark or proprietary product does not
constitute a guarantee or warranty of the product by the
U.S. Department of Agriculture, and does not imply its
approval to the exclusion of other products that may also
be suitable."”

protection when their immunity was challenged,
indicating that these differing concentrations of
antigen provided no significant difference in pro-
tection,

INTRODUCTION

A summation of results obtained in cooperative
studies on foot-and-mouth disease virus {FMDV)
vaccines conducted in Argentina by the Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), the
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center
(PAFMDC), Brazil, and the United States Plum
Island Animal Disease Center (PIADC) over a
period of several years (1968-1975) is reported
(9, 11, 12). In this report, the immune response
of oil adjuvant and aluminum hydroxide vaccines
in cattle (part 1), and the immune response after
vaccination and revaccination with an FMD vaccine
emulsified with oil adjuvant (part 11} are evaluated.
In the preliminary studies workers compared re-
sults of vaccines in which the viruses used for
antigen were grown in baby hamster kidney (BHK)
cells, inactivated with acetylethyleneimine (AEIl)
and emuisified with oil adjuvant (PIADC and
INTA) and vaccines in which the virus used as
antigen was grown in Frenkel cultures, inactivated
with formaldehyde and combined with aluminum
hydroxide and saponin adjuvant. The vaccinated
cattle were kept at a holding unit in the Valdés
Peninsula, Chubut Province, Argentina.

MATERIALS AND METHODS

Selection of strains of FMDV

On the advice of representatives of the Pan
American Foot-and-Mouth Disease Center, the
strains of FMDV subtype O; Caseros, subtype
A, 4 strain Cruzeiro, and subtype C; Resende se-
lected for the vaccine preparation were the same as
those previously reported (9, 11).
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Vaccines

Four trivalent vaccines were prepared for the
initial part (1) of these studies: 1) FMDV grown
in Frenkel cultures, inactivated with formalde-
hyde and combined with aluminum hydroxide
saponin adjuvant; 2) FMDV grown as in 1) but
combined with INTA oil formulation; 3) FMDV
grown in BHK cell cultures, inactivated with AEI
and emulsified with PIADC oil adjuvant; and 4)
similar to 3) but emulsified with the INTA oil
adjuvant {1, 2, 10).

Three trivalent vaccines were used in |, the
second major part of the study as reported (9)
and consisted of: 1) Vaccine 1 - virus grown in
BHK cells, inactivated with AEl and emulsified
with oil adjuvant {INTA formulation) (2); 2) Vac-
cine 2 - virus grown as above, concentrated 100-
fold by the polyethylene glycol technique {13)
and then reconstituted to contain approximately
the same antigen mass as Vaccine 1; and 3) Vac-
cine 3 - virus processed as in Vaccine 2, but ad-
justed to contain 20-fold the antigenic mass as
Vaccines 1 and 2.

Safety testing

The infectivity of each antigen prepared at
PIADC was tested by inoculating the tongues of
each of 6 steers at 20 sites with 0.1 ml of the inac-
tivated virus (8). All antigens and final products
were further tested in a similar manner in Argen-
tina before use in part | and at PIADC before use
in part .

Potency tests

The BHK antigens prepared at PIADC for part |
were tested as monovalent and trivalent vaccines
before their transportation to Argentina. The
monovalent vaccines were each inoculated into 6
steers whose immunity was challenged at 30 days
postvaccination (DPV) with their homologous
viruses. The same antigens were formulated into
a trivalent vaccine, and a 6-ml dose of this vaccine
was inoculated into each of 6 steers whose im-
munity was also challenged at 30 DPV.

In Argentina, a 30-day potency test was con-
ducted with each vaccine--1, 2, 3 and 4. Twenty-

seven steers were inoculated with each vaccine,
and these animals, totalling 108, with controls
were kept in the isolation station at Puesto La-
rralde in Peninsula Valdés.

In the potency test for 11, the second part of
the study, 12 steers were inoculated subcutaneous-
ly, each with a 5-m! dose of vaccine, 4 steers were
used with each vaccine--1, 2 and 3. A 50% bovine
protective dose for O virus was determined for
Vaccines 1 and 2 (9).

Vaccination

A total of 371 steers between 1 and 2 years
old were selected for the study (l1). They were
from Chubut, the southern province of Argentina,
situated in the FMD-free area of Patagonia, and
were transferred to the cattle holding station in
the Valdés Peninsula. Serums from the selected
steers were examined for FMD antibodies at INTA
by the mouse protection test (5). Only those with
a serum-neutralizing index of less than 1 were se-
lected for use in the study. They were divided
into groups of 52--a group of 52 animals for each
of the 3 vaccines and a group of 52 as nonvacci-
nated controls. Each group of 52 animals was
selected from the 371 animals by pseudo random
number selection on a computer (9).

Serology

Blood samples were collected from these vac-
cinated animals and appropriate control animals
at 0, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 365, 455 and
545 DPV. Serums were assayed for FMDV O, A
and C antibodies at PIADC by a variety of serolo-
gical techniques, including radial immunodiffusion
(4), microneutralization (14), plaque reduction
(3), mouse PDs, (6) and serum protection testin
suckling mice (5).

The bioassay values against FMDV A for the
assay techniques (9), in conjunction with the re-
sults of immunity, were analyzed by stepwise lin-
ear discriminant analysis. With analysis, the assay
techniques that most effectively discriminated
between protected and unprotected animals were
the mouse protection and the PD;, test in suck-
ling mice.
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Challenge of immunity

The steers in the potency study conducted in
Argentina (initial, part 1) were transported by
truck from the Valdés Peninsula to Buenos Aires,
divided into 3 groups and kept in isolation barns
designated for the appropriate virus type (O, A or
C) to be used in the challenge of immunity. Each
group, including the control group, consisted of 9
randomly selected animals from the different vac-
cine groups. The challenge virus consisted of bo-
vine tongue epithelium passaged in the bovine
within 60 days, and recently titrated in mice. The
dose of challenge virus consisted of 10,000 mouse
LDs, contained in a 1-ml volume and inoculated
at 4 sites in the tongue intradermalingually, 0.25
mi/site. At 48 hours postchallenge, the control
animals from each group were examined to assure
that the chalienge dose of virus was effective, and
tissue was collected for complement-fixation (CF)
typing to ascertain that the infection was caused
by the correct challenge virus. All animals were
examined at 5 and 10 days postchallenge, and final
results were summarized.

In the major study (1), each vaccinated group
of steers was divided into 3 groups of 16 animals
each by random number selection on a computer.
Four spare animals in each group of 52 constituted

replacements for animals which died or were
injured. The immunity of all groups was chal-
lenged by exposure to FMDV A as follows: one
group at 6 months, one group at 12 months, and
one group revaccinated at 6 months and chal-
lenged 12 months later.

RESULTS

Safety test

All antigens and vaccine samples from the ini-
tial study (1) and the major study (l1) proved in-
nocuous to the inoculated steers.

Potency tests

The results of the challenge of immunity ob-
tained in study | are presented in Table 1.

In study Il, 1 of 4 steers inoculated with Vac-
cine 1 developed one secondary lesion on the gum;
the steers inoculated with Vaccines 2 and 3 were
resistant to infection.

Serology

The antibody assays of the steer serums (part 1)
were measured by a seroneutralization test in tis-
sue culture and recorded as neutralization indices
(Table 2). ’

TABLE 1. /nitial study results, portion of animals protected
from challenge, infected with O, A and C FMDV at
30 days postvaccination

Vaccines

Challenge Frenkel, Al {OH); Frenkel, INTA BHK, PIADC BHK, INTA
FMDV type & saponin oil oil oil Controls
(0] 9/92 1/9 6/9 3/8 0/8
A 9/9 3/9 5/9 5/9 0/9
[ 9/9 79 8/9 9/0 1/9

3Code: Numerator, number of animals protected; denominator, number of animals challenged.
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TABLE 2. Neutralizing indices of bovine serums from
study / ageinst Aq4, Aqs.25and A,z FMDV

Index with FMDV 2

Vaccines Azg Azsas Azs
Frenkel, Al (OH); and
saponin 3.32 2.02 1.73
Frenkel, INTA oil 1.01 1.78 1.27
BHK, PIADC oil 3.86 0.62 0.73
BHK, INTA oil 4.04 1.42 0.45
8A,4 = virus grown in BHK cells; Ay4 55 = viruses

grown in Frenkel cultures.

The titers of the serums against A by the 5
techniques (part 1), in conjunction with the re-
sults of the challenge of immunity, were analyzed
by discriminant analysis.

The results of the analysis of the data for the
3 chalienge-of-immunity groups at 180, 365 and
545 DPV indicate that the mouse protection test
was the most effective discriminator between the
protected and unprotected animals.

_With the same data, which were tested by the
5 serological techniques but including an addi-
tional 34 animals that were not assayed by radio-
immunodiffusion, the PDs test in suckling mice
appeared to be the most effective discriminator.

Immunity

The results of the challenge of immunity of the -

animals (part 1) are shown in Table 3.

In general, aithough all groups had considerable
protection when their immunity was challenged
with FMDV A, there was little difference between
vaccines, time of exposure and results of revaccina-
tion.

The results of the challenge data were examined
by Chi-square techniques in comparing vaccines,
duration of immunity and possible differential
behavior of the vaccines over time or the holding
pericds under different vaccines. No Chi-square
value approached significance. Immunity was the
same at 12 months as at 6 months and was the

same after revaccination at 6 months and holding ‘

among vaccines.

for an additional 12 months as at 12 months. The
response to the vaccines over time did not change
nor did the immunity at different times differ
The vaccines protected against
FMDV in about three-fourths of vaccinated steers
for at least 1 year.

DISCUSSION

In study |, the best results were obtained with
vaccine produced from Frenkel cultures and com-
bined with aluminum hydroxide and saponin ad-
juvant (Tables 1 and 2). All the steers vaccinated
with this vaccine were protected when their im-
munity was challenged at 30 DPV. Under the con-
ditions of the study, these animals were complete-
ly protected against FMDV, types O, A and C.

The vaccines prepared from antigens grown
in BHK cultures, inactivated with AE! and emul-
sified with oil adjuvants (PIADC and INTA
formulations) protected 67% and 63% respec-
tively, of the test animals.

The vaccine prepared from the antigens grown
in Frenkel cultures, inactivated with formaldehyde
and emulsified with oil (INTA) protected only
42% of the steers and produced the poorest re-
sponse of the 4 vaccines,

TABLE 3. Results of challenge of immunity
with FMDV A

Days postvaccination

Vaccine No.? 180 365 545 b Total
1 13/16°  11/16 9/16 33/48
2(1X) 12/16 10/16  13/16 35/48
3 (20X) 15/16 13/16  11/16 39/48

Total 40/48 34/48  33/48 107/144

2 yvaccine No. 1, virus grown in BHK celis {not concen-
trated); vaccine No. 2, virus grown in BHK celis, con-
centrated 100-fold and reconstituted to contain the
same antigen mass as No. 1; vaccine No. 3, virus as in
No. 2, but adjusted to contain 20-fold the antigenic
mass of No. 1 and No. 2.

_ b Revaccinated at 180 days after initial vaccination.

€ Code: Numerator, number of animels protected; de-
nominator, number of animals challenged.
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Before the challenge of immunity of study 1,
CF tests at PAFMDC and at INTA indicated that
the FMDV used for the A antigen in the Frenkel
vaccines included 2 strains of A virus--A;4 and
A, 5. The information from PAFMDC indicated
that the A antigen in both BHK vaccines was A, 4
and did not include A, as in the vaccines made
from the Frenkel antigens. The average neutraliza-
tion indices for the 4 vaccines obtained with each
of the 3 virus types are given in Table 2. With
type A,4 virus, the average protection index of
the 2 BHK vaccines (which were uniformly high
and very similar) was significantly higher than that
of either of the 2 Frenkel vaccines.

The actual effect of the challenge with FMDV
A, 4 that contained A, s is rather difficult to de-
termine. However, Graves et al. (7) reported that
immunity is highly dependent on the relatedness
of the subtype of the virus used for the exposure
to that used to prepare the vaccine. Possibly,
therefore, the poorer protection afforded by the
BHK antigens, which contained only FMDV A,,,
was related to the challenge virus which consisted
of FMDV A4 .55

In study |l, reactions obtained at the sites of
vaccination, particularly when- the animals were
revaccinated, were severe although they disap-
peared within 30 days. The immunity of the
steers was challenged with A virus; however,
from the antibody measurements as assayed by
a number of different methods, one could assume
that the test was reasonably successful for 2 of the
3 virus types tested--A and C. The antibody re-
.sponse obtained with the O virus with the excep-
tion of the potency test was disappointing (9).
One could speculate that this virus is more sensi-
tive and fragile than types A and C and thus did
not remain as stable in the emulsified vaccine.

The results of the challenge of immunity at
6 months after vaccination, 12 months after vac-
cination, and 12 months after revaccination {at
6 months) were only slightly different, indicat-
ing that further studies to determine the optima!
time of revaccination with such products are
needed.

The response obtained with the 3 vaccines
(part 1) was very similar. The 20-fold concen- .
trated vaccine did not produce a greater antibody |

response nor any greater degree of protection
than either the crude or the 1X vaccine.
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COMPARACION DE VACUNAS CON ADYUVANTE OLEOSO PREPARADAS CON
ARLACEL A Y MONTANIDE 80

Ivo Gomes' ; P. Augé de Mello®

COMUNICACION BREVE

Durante los ultimos afios se han hecho progre-
sos importantes sobre la preparacion y uso de va-
cunas de la fiebre aftosa con adyuvante oleoso (1 ),
utilizando Markol 522 emulsificado en Arlacel A3
que es un monooleato de manitol.

Recientemente recibimos muestras de otro
monooleato de manitol que se comercializa con el
nombre de Montanide 80* y que de acuerdo con
las especificaciones del productor tiene las mismas
caracteristicas fisicoguimicas y grado de pureza
para uso biolégico que el Ariacel A.

Teniendo en cuenta que el Centro Panamerica-
no de Fiebre Aftosa ha recibido la solicitud de
varios laboratorios, interesados en una eventual
produccion industrial de este tipo de vacuna, para
indicar fuentes alternativas de emulsificantes, no-
sotros comparamos ambos productos sobre su to-
xicidad usando la prueba de Berlin (2) y sobre su
efecto coadyuvante en vacunas de fiebre aftosa
utilizadas en ganado joven.

No se demostraron efectos téxicos de Arlacel
A y Montanide 80 para ratones adultos (2). No
hubieron diferencias de peso durante un periodo
de observacion de 15 dias en los grupos de ratones
inoculados por via intraperitoneal con los dos pro-
ductos. En el examen postmorten no se encontré
peritonitis ni otras anormalidades.

lCentro Panamericano de Fiebre Aftosa. Caixa Postal
589, ZC-00, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

2Exxon Corporation U.S.A.Humble Qil and Refining
Co. Hutchinson River Parkway Pelham, N.Y. 10803
US.A.

3ICI America inc, Atlas Chemicals Division, Sandria
Corporation, Box 800, Norwatk Ct US.A. 06856.

4SEPPIC - Montanoir, 70 Champs Elyssées 75008 Paris,
France,

Para este experimento se prepararon dos series
de vacunas antiaftosas inactivadas (1) de una sus-
pension acuosa trivalente que contenia las cepas
de virus de fiebre aftosa O; Campos, A, , Cruzeiro
y C; Resende emuisificadas con Arlace! A o con
Montanide 80.

Se utilizaron dos grupos de 10 bovinos jove-
nes de 8-15 meses. Estos animales no tenfan his-
toria de exposicion al virus aftoso ni anticuerpos
detectables. Un grupo fue vacunado con la serie
que contenia el Arlacel A y el otro con la serie
que contenfa el Montanide 80. Ambas vacunas
se aplicaron en dosis de 5 ml via intramuscular
en la tabla del cuello. Se tomaron muestras de
suero antes de la vacunacién y a intervalos de 30
dias hasta 180 dfas postvacunacién (DPV).

No se observaron efectos indeseables en el gana-
do vacunado. ’ '

La Tabla 1 presenta |L|OS niveles de anticuerpos
circulantes determinados por el indice de seropro-
teccion (ISP), expresados por la media aritmética
de los indices y por las expectativas porcentuales
de proteccion (EPP) segin Gomes y Astudillo (3).
No se presentaron diferencias significativas entre
la respuesta de anticuerpos inducida por las vacu-
nas que contenfan Arlacel A o Montanide 80 a
30, 90 y 180. DPV para las cepas O, Campos vy
Ay 4 Cruzeiro. A los 90 DPV hubo diferencias sig-
nificativas entre los dos grupos con relacién a la
respuesta a la cepa C; Resende, que probablemen-
te no tendrian importancia préctica teniendo en
cuenta que la diferencia no continud a los 180
DPV.

Como en el presente experimento no se obser-
varon efectos indeseables en las vacunas ensayadas
de Arlacel A y Montanide 80 y la respuesta inmu-
nitaria a largo plazo fue similar para las dos subs-
tancias emulsificantes, ambas podrfan ser usadas
con éxito para la formulacion de vacunas contra

la fiebre aftosa de adyuvante oleoso.
P
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TABLA 1. Niveles de anticuerpos circulantes postvacunales de bovinos que recibieron
vacunas de la fiebre aftosa con adyuvante oleoso con Arlacel A o Montanide 80

opv?
Virus Emulsificante 30 90 180
Arlacel A a0° 368+ 0,53 282+ 083
99°¢ 98* 19 91108
(oJ]
Montanide 80 375t 063 ~ 357* 049 291 1,07
97+ 57 98t 26 891162
Arlacel A 384t 021 399t 0,02 383t 0,35
99 99 99
Azg
Montanide 80 3,39+ 1,10 355+ 088 392+ 0,16
92+214 95 +21 4 99
Arlacel A 357t 095 374+ 054 138+ 054
9414 98 26 64£155
Cs
Montanide 80 320t 086 1,77% 086 141+ 0,68
88124 711+21 62£152

9 pias postvacunacion.

b L{mites de confianza al 95% de la media aritmética del ISP.

¢ Expectativa porcentual de proteccion - calculado a 30 dfas postvacunacién, segin Gomes y
Astudillo {3).
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COMPARISON OF OIL ADJUVANTED VACCINES PREPARED WITH
ARLACEL A AND MONTANIDE 80

Ivo Gomes', P. Augé de Mello*

BRIEF COMMUNICATION

In recent years important progress has been
made regarding the preparation and use of oil
adjuvanted foot-and-mouth disease (FMD) vac-
cines {1) using mineral oil Marcol 52 and emul-
sifier Arlacel A% which is monooleate of manitol.

Recently, we received samples of another
monooleate of manitol marketed under the name
Montanide 80* which according to the manu-
facturer’s specifications has the same physical-
chemical characteristics and degree of purity
for biological use as Arlacel A.

Since the Pan American Foot-and-Mouth
Disease Center has been requested by several
laboratories interested in an eventual industrial
production of this type of vaccine to indicate
alternative sources of emulsifier we compared
both products with regard to toxicity using the
test of Berlin (2) and with regard to their co-
adjuvant effect in FMD vaccines in young cat-
tie.

Both Arlacel A and Montanide 80 proved
non-toxic for adult mice (2). There was no dif-
ference in weight during a 15-day observation
period with groups of mice inoculated intra-
peritoneally with the products. Also, at post-
mortem examination there was no peritonitis
or any abnormality. '

Ipan American Foot-and-Mouth Disease Center, Caixa
Postal 589, ZC-00, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

2Exxon Corporation U.S.A. Humbie Oil and Refining
Co. Hutchinson River Parkway Pelham, N.Y. 10803
US.A.

31C1 America Inc. Atlas Chemicals Division, Sandria
Corporation, Box 800, Norwalk Ct US.A. 06856.

4SEPPIC - Montanoir, 70 Champs Elyssées 75008 Paris,
France.

For the present experiment 2 batches of
inactivated FMD vaccine were prepared (1) from
a trivalent aqueous suspension containing FMD
strains O; Campos, A,4 Cruzeiro and C3; Re-
sende. Each batch was emulsified with Arlacel A
or Montanide 80.

Two groups of 10 cattie 8-15 months old were
used. These cattle had no previous history of ex-
posure to the virus and were free of FMD anti-
bodies. One group of cattle was vaccinated with
the batch containing Arlacel, the other with the
vaccine containing Montanide, Both vaccines
were applied in 5-ml dose intramuscular at the
side of the neck. Sera from the cattle were coi-
lected before vaccination and at 30-day intervals
up to 180 days post-vaccination (DPV).

No undesirable side effects were observed in
the vaccinated cattle.

Table 1 lists the levels of circulating antibody
as determined by the mouse protection test and
expressed as arithmetic means of the mouse
protection indices {MPI) and the expected per-
centages of protection (EPP) according to Gomes
and Astudillo (3). There were no significant
differences between the antibody response in-
duced by the vaccines containing Arlacel A or
Montanide 80 at 30, 90 and 180 DPV for the
strains O; Campos, and A;4 Cruzeiro. At 90
DPV a significant difference was observed be-
tween the 2 groups with regard to the response
to strain C3 Resende, which likely has no prac-
tical importance since the trend did not continue
at 180 DPV.

Since there were not observed undesirable side
effects of the two batches of Arlacel A and Mon-
tanide 80 tested, and since the long-term immune
response was similar for the 2 emulsifying sub-
stances, both products could be successfully used
for the formulation of oil adjuvanted FMD vac-
cine.
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TABLE 1. Circulating antibody levels after vaccination of cattle with oil
adjuvanted FMD vaccines containing Arlacel A or Montanide 80

ppv?
Virus Emulsifier 30 90 180
Arlacel A 40° 368+ 053 282+ 083
09° 98% 19 91+108
0;
Montanide 80 375+ 063 357t 049 291+ 1.07
97t 6.7 98+ 2.6 89 £16.2
Arlacel A 384t 021 399 0.02 383t 0.35
99 99 99
Azg
Montanide 80 339t 1.10 355% 0.88 3.92% 0.16
92214 95214 99
Arlacel A 367+ 095 374t 054 138t 054
94 %14 98 26 64+155
Cs
Montanide 80 320+ 0.86 177t 0.86 141% 068
8824 71 %21 6215.2

a Days post-vaccination.
Confidence limits at 95% from the arithmetic mean of SPI.

¢ Expected percentage of protection - calculated by Gomes and Astudilio (3) at 30 days after
vaccination.

ease vaccine)., B8/tn Centro Panamericano Fiebre
Aftoss 26: 23-25, 27-29, 1977.
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EVALUACION DE ESTRATEGIAS ALTERNATIVAS
PARA EL CONTROL DE LA FIEBRE AFTOSA EN PARAGUAY!

Félix J. Rosenberg?,;

RESUMEN

| Todos los paises sudamericanos estan llevando a
cabo programas nacionales de combate a la fiebre
aftosa basados en una estrategia uniforme de va-
cunacion sistemdtica y masiva. A partir de 1972
se inicid por primera vez un programa piloto al-
ternativo de combate a la enfermedad en un sec-
tor del Chaco paraguayo, basado en el estricto
control de movimientos de animales susceptibles
y eliminacién de focos, prescindiendo de la vacu-
nacién sistemdtica y masiva a partir del segundo
afio de su ejecucién. Durante el tercer afio se fir-
mo un convenio por el cual la comunidad ganadera
se comprometia a contribuir con una cuota anual
destinada a reforzar las medidas de vigilancia epi-
demiol6gica y a eventuales emergencias.

Durante los primeros 26 meses del programa no
hubo evidencias de enfermedad en el drea. Desde
febrero de 1974 hasta diciembre de 1976 ocurrie-
ron 3 brotes afectando un total de 1.839 bovinos
sobre una poblacién de 120.000 animales.

Se hizo una comparacion entre la morbilidad
observada (A) y la que seria de esperar segin un
modelo tedrico alternativo que simulé lo que ha-
bria ocurrido si se hubiera aplicado una estrategia
de vacunacién masiva sistematica (B). Ambos
efectos se relacionaron a un segundo modelo que
considerd la ocurrencia de la enfermedad si no se
hubiera tomado ninguna accién de control organi-
zada (C). La morbilidad global obtenida fue de

lEste trabajo fue originalmente presentado en el Pri-
mer Simposio sobre Nuevas Técnicas en Epidemiologia
y Economia Veterinarias, Reading, Inglaterra, 12-15 de
julio de 1976 y publicado en sus Anales, Ed. Ellis, Shaw,
Stephens, pdgs. 181-194.

2Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589-ZC-00, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Vicente Astudillo?

1.839, 2.630 y 25.297 bovinos enfermos respec-
tivamente para los modelos A, B y C.

1 Fueron estimadas las pérdidas directas debi-
das a la fiebre aftosa tomando como indicadores
el atraso en el engorde, la disminucién de produc-
cion de leche, la dificultad para la comercializa-
cién y las muertes. Se estimb una pérdida total de
EUA$ 19.005 para el periodo de estudio en el
programa piloto. El modelo B arrojé una pérdida
estimada en EUA$ 3.092 y de acuerdo con el mo-
delo C se habrian perdido 108.836 d6lares,/

Para la estimacién de costos se tom6 en cuenta
apenas el aporte de la comunidad ganadera ya que
los costos de operacion de SENALFA fueron con-
siderados fijos. Se estimaron en 102.720, 247.194
y 34.924 ddlares respectivamente, los costos para
los programas A, By C.

Las relaciones costo-beneficio para los progra-
mas A y B fueron estimadas en relacién con el
modelo C, obteniéndose una relaciéon de 1,21 pa-
ra el programa realizado (A) y de 0,57 para el mo-
delo B. Ademds de sefialarse una clara diferencia a
favor del modelo A se notd que la vacunacién ma-
siva cada 4 meses resulta una estrategia demasiado
costosa en pequeias dreas donde la enfermedad se
presenta en forma esporadica.

Los resultados obtenidos refuerzan el concepto
de estrategias regionales para el control de |a fiebre
aftosa recientemente propuesto.

. INTRODUCCION

Los programas nacionales para el control de la
fiebre aftosa (FA) en América del Sur comenza-
ron a organizarse en ia década del 60. El primero
en establecerse, en 1961, fue el de Argentina, se-
guido por Paraguay y Uruguay en 1968 y por el
Brasil y Chile en 1970. En la actualidad todos los
paises sudamericanos estin llevando a cabo progra-
mas nacionales, que cubren aproximadamente el
70% de la poblaciéon bovina del continente.
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La estrategia bdsica de estos programas consis-
te en una campafa de vacunacion masiva y siste-
mética. Los bovinos mayores de 4 afios de edad
son vacunados cada 4 meses. Los movimientos de
ganado, cualquiera sea su destino, son permitidos
solamente con la presentacion de un certificado de
vacunacién. Cuando se presenta un brote de fiebre
aftosa, la campania es intensificada mediante vacu-
naciones en anillo y aislamiento de {os estableci-
mientos afectados durante periodos que alcanzan
hasta 30 dias después del ultime caso clinico.

En Paraguay se someti6 a prueba, por primera
vez, un enfoque diferente para el combate de la
fiebre aftosa, como una alternativa a las tradicio-
nales campafias sistemdticas de vacunacion de to-
da la poblaci6n bovina del pafs.

Para tal efecto, se ejecutdé un programa piloto
en el centro de la regién occidental, el Chaco pa-
raguayo, elaborado teniendo en cuenta las diferen-
cias epidemioldgicas de distintos sectores. Este
programa comenzé en enero de 1972 bajo la di-
reccion del Servicio Nacional de Lucha contra la
Fiebre Aftosa (SENALFA), con la cooperacién
técnica del Centro Panamericano de Fiebre Af-
tosa (CPFA).

DATOS HISTORICOS

El &rea piloto corresponde a una coionia Men-
nonita establecida hace unos 50 afios por un grupo
de inmigrantes procedentes de Europa y de Cana-
d4. En la actualidad ocupan cerca de un millon de
hectsreas (10.000 km?) localizadas aproximada-
‘mente unos 400 kildmetros al noroeste de Asun-
cién, la capital de la Replblica. El grupo esta di-
vidido en tres colonias, 145 aldeas y alrededor de
1.700 establecimientos con unos 160.000 bovinos.

Hasta 1971 no habia en la regién programa al-
guno de control de la FA, Ese afio, en las colonias
Mennonitas se presentd una epidemia de FA causa-
da por un virus del subtipo O,. En esa oportuni-

dad, SENALFA, juntamente con el CPFA, decidie-

ron llevar a cabo una encuesta epidemiol6gica re-
trospectiva en las colonias. Esta encuesta se reali-
26 en agosto de 1971, abarcando del 70 al 80% de
la poblacién bovina de las aldeas, la cual arrojé
los siguientes resultados: el 10% de las aldeas y
el 46% de los establecimientos nunca habian te-

nido FA. Entre 1966 y 1970, del 2 al 4% de los
establecimientos habfan tenido ia enfermedad
anualmente. En 1966 y en 1969 aparentemen-
te hubieron brotes epidémicos localizados. En la
epidemia de 1971 se afectaron el 58% de las al-
deas, el 27% de los establecimientos vy el 17%
de los bovinos.

Ademds, el 61% de los establecimientos encues-
tados declararon no haber vacunado jamés a sus
animales; el 26% lo habfan hecho en forma ocasio-
nal; mientras que s6lo el 13% manifestaron haber
vacunado sus animales contra la FA, con intervalos
de un afho.

Partiendo de estos datos bdsicos y analizando
las condiciones ecoldgicas locales se sugirié que el
virus de la FA no era endémico en la regién y que
los brotes fueron causados por la introduccion del
virus a la regién de las colonias Mennonitas.

ESTRATEGIA Y EFECTOS DEL
PROGRAMA PILOTO

Metas, actividades e implementacion

Scbre la base de la premisa que la enfermedad
no era autdctona en el drea y considerando la sé-
lida estructura comunitaria de los Mennonitas, se
establecieron las siguientes metas para el programa
piloto:

1. Evitar cualquier difusion ulterior del virus
existente.

2. Evitar la introduccién del virus de la FA
en el drea, a través de: a) vacunacidon masiva du-
rante el primer afio del programa (1972), realiza-
da con personal oficial; b) estricto control de los
movimientos de animales susceptibles; c) cuaren-
tena de los animales introducidos al drea de las co-
lonias; d) activa vigilancia epidemiol6gica destina-
da a la rdpida deteccién de la enfermedad y segui-
miento de la prevalencia de la infeccion; e) par-
ticipacion activa de la comunidad en todos los ni-
veles de la campaiia; f) eliminacion de focos; y
g) vacunacion tampén en 4reas adyacentes.

Como no pudo implementarse el punto g), du-
rante 1973, se decidi6 reiniciar la campana de va-
cunacién masiva en el area. Sin embargo, solamen-
te se completd un ciclo de vacunacién (noviembre
de 1973).
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Para una mejor implementacion del programa
piloto, en septiembre de 1974 se firmd un conve-
nio entre SENALFA vy las colonias Mennonitas.
Uno de los puntos principales del convenio era la
participacion conjunts de SENALFA vy de las co-
lonias para sufragar los costos del programa. Co-
mo en el drea no se llevaban a cabo vacunaciones
en gran escala, ios colonos admitieron pagar una
cuota anual equivalente al 70% del precio de tres
dosis de vacuna por cabeza de bovino adulto vy la
mitad de esa suma por cada ternero menor de 4
meses. La mitad de la suma total anual debia ser
aplicada a los costos fijos del programa, tales co-
mo personal adicional para la vigilancia epidemio-
logica, gasolina y control de los movimientos de
ganado en dreas adyacentes al drea piloto. El 50%
restante debfa ser guardado en reserva para activi-
dades de emergencia en los focos, tales como sa-
crificio o vacunaciones en anillo, o ambas medi-
das. Si no ocurrian brotes, este fondo seria uti-
lizado en otras actividades no relacionadas a FA,
destinadas a mejorar la salud animal general en
el drea.

Efectos del programa sobre la enfermedad

En julio de 1973 (18 meses después de iniciado
el programa piloto) se llevd a cabo una encuesta
serol6gica para determinar las tasas de prevalencia
de la infeccidn, utilizando la prueba de anticuerpos
VIA (1}. Los resultados sugirieron que los terne-
ros nacidos después del brote de 1971 no habian
sido infectados, lo cual evidencié un primer éxito
del programa piloto en controlar la diseminacién
del virus. El drea permaneci6 libre de enfermedad
clfnica por 26 meses (enero de 1972 a febrero de
1974).

A fines de febrero de 1974 comenzaron a regis-
trarse casos de FA en la zona sur del drea del pro-
grama piloto. El virus fue probablemente introdu-
cido en las colonias Mennonitas por contacto con
bovinos de establecimientos adyacentes, los que a
su vez habian sido infectados por animales intro-
ducidos de otras regiones en las cuales estaba ocu-

rriendo una extensa epidemia ocasionada por virus .

del tipo C.
En el lapso de 8 semanas, el nimero de bovinos
enfermos en las colonias alcanzd la cifra de 112,

localizados en 10 aldeas a lo largo del I{mite sudes-
te de las colonias. La estrategia de contro! fue la
vacunaciodn en aniilc que cubrié 33.000 bovinos, o
sea aproximadamente una cuarta parte del total de
la poblacion de ias colonias. Todo el sector afec-
tado fue rnantenido en estricto sislamiento hasta
la desaparicion total del brote.

En julio de 1975, un nuevc brote de la enfer-
medad fue detectado en la zona central de las co-
lonias y se diagnosticod virus del tipo C. El brote
afectd un solo establecimiento, que tenia 55 ca-
bezas bovinas y de las cuales enfermaron 20. Aun
cuando no pudo determinarse el origen del foco, se
observé la coincidencia con el sacrificio de un cer-
do salvaje en el local unos dias antes de la apari-
cion del primer caso.

En diciembre de 1975 se presentaron brotes si-
multaneos en varios lugares de las colonias, sin que
pudiera establecerse relacidén con animales intro-
ducidos, previa cuarentena. Hasta abril de 1976
se vieron afectados 35 establecimientos con un
total de 1.704 bovinos. En todos los episodios se
identifico virus de tipo O. Aun cuando la enferme-
dad tuvo una diseminacién relativamente amplia,
quizd por el efecto de mdltiples fuentes primarias
de infecci6n, se control6 sin que se observaran los
padrones epidémicos tipicos (Figura 1).

La Tabla 1 resume la ocurrenciade FA desde la
iniciacion del programa piloto, 1972 a 1976,

EFECTOS COMPARATIVOS DE LAS
ESTRATEGIAS ALTERNATIVAS

Morbilidad

Los tres tipos del virus de la FA presentes en
Sudamérica tienen caracteristicas epidemiolégicas
propias (2). El virus de tipo O parece tener ciclos
epidémicos gue se presentan cada 4-5 afios, proba-
blemente relacionados con {a vida media de la po-
blacion bovina. El virus de tipo A, debido a su
gran plasticidad, generalmente origina brotes epi-
démicos irregulares, tanto en el tiempo como en
el espacio. Finalmente, el virus de tipo C ocasio-
na epidemias ampliamente difundidas y a interva-
los bien largos, no predecibles, y permanece poco
manifiesto en los periodos interepidémicos.
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FIGURA 1. Namero de brotes semanales. Colonias Mennonitas, Paraguay, 15 diciembre 1975-19 mayo 1976.

TABLA 1. Ocurrencia de fiebre aftosa. Colonias Mennonitas,
Paraguay, junio 1972 - mayo 1976

Aldeas Establacimientos Bovinos
Afios Total Afectados % Totai Afectados % Total Afectados x103
19721973 145 - - 1506 - - 90.638 - -
1973-1974 145 10 7 1.574 12 0,8 111.345 115 1
1974-1975 145 - - 1.634 - - 113.100 - -
1975-1976 145 23 16 1.712 36 21 130.824 1.724 13

El comportamiento de la enfermedad en el §rea
de las colonias Mennonitas no escapd a las ca-
racteristicas generales mencionadas precedente-’
mente. Sin embargo, se debe destacar que el
virus de la FA tipo A, nunca se comprobd en
esa area.

La Figura 2 muestra los porcentajes de las al-
deas y de los establecimientos afectados desde
1966 hasta mayo de 1976. Los ciclos de cinco

afios mencionados para e! virus O estdn representa-
dos por los picos que se observan en 1966, 1971 y
1976.

Las ondas epidémicas del virus C estdn refleja-
das en los pequefios picos de 1969 y 1974. Se
puede notar que aun cuando las caracter{sticas
del perfodo 1967-1971 se reproducen en el perio-
do 1972-1976, las tasas de este Gitimo son consis-
tentemente mds bajas.
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FIGURA 2. Porcentaje de aldeas y establecimientos afectados. Coionias Mennonitas, Paraguay, 1966-31 mayo 1976,

Con el objeto de evaluar los resultados de la
estrategia del Programa Piloto, denominado Mode-
lo A, se hizo una comparaciéon con otros dos mo-
delos estratégicos tedricos alternativos. El prime-
ro, Modelo B, simula lo que habria ocurrido si se
hubiera aplicado una estrategia de vacunacion ma-
siva sistemdtica. El segundo, Modelo C, conside-
ra la ocurrencia de la enfermedad si no se hubiera
tomado ninguna accién de control organizada, su-
poniendo que la curva de 1967-1971 se habria
reproducido en el periodo 1972-1976.

Para simulacién de la morbilidad en el Modelo
B se admitieron las siguientes premisas: a) las ca-
racteristicas de la enfermedad, con respecto a su
origen y difusion, no son afectadas por la vacuna-
cién masiva. Esta premisa se basa en las observa-
ciones de campo que indican que un programa de
vacunacién no altera el padron de las variaciones

estacionales y ciclicas. Recientes investigaciones
sobre la patogenia del virus de la FA, que demues-
tran que los anticuerpos humorales no ejercen una
influencia significativa en la replicacién local del
virus en la faringe de los animales infectados (3),
parecen confirmar dichas observaciones de campo;
b) la vacunacién solamente influye sobre la protec-
cion frente a los sintomas clinicos. Se admite que
las vacunas comerciales que se utilizan en Sudamé-
rica protegen aproximadamente el 80% de los ani-
males vacunados; c) fue seleccionada un drea del
oriente paraguayo donde se venia aplicando un
prograrma de vacunacidn masiva cada 4 meses des-
de 1968. Teniendo en cuenta su similitud con las
colonias Mennonitas se estimé que ios efectos del
brote de virus O de 1975-1976 podrian ser compa-
rados. Se observé una tasa de morbilidad det 14
por mil, que representa alrededor del 8% de la tasa
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de morbilidad observada en 1971 en las colonias
Mennonitas: d) teniendo en cuenta las considera-
ciones precedentes se admitié que una vecunacidn
masiva podria haber reducido en un 80% la morbi-
lidad estimada en el Modeio C.

La Tabla 2 muestra una comparacion estimada
de la morbilidad para los Modelos A, B y C, basada
en las premisas mencionadas anteriormente.

TABLA 2. Morbilidad comparativa de la fiebre aftosa
de acuerdo con estrategias alternativas.
Colonias Mennonijtas, Paraguay, junio 1972 - mayo 1976

N° de animales enfermos

Afos Modelo A? Modelo B Modelo C
1 - 77 774
2 115 144 1.435
3 - 98 979
4 1.724 2211 22.109
Total 1.839 2,530 25.297"

aPrograma Piloto. . _
bAdemés de 101 muertes (tasa de letalidad = 0,4%).

Pérdidas econdmicas

Fueron estimadas las pérdidas directas debidas
a la FA con el objeto de medir la relacion costo-
beneficio del Programa Piloto. Aun cuando se uti-
lizaron indicadores simplificados de productividad
en un intento de cubrir la falta de observaciones
directas, la metodologia empleada es Util para ex-
presar las pérdidas econémicas asociadas con la
enfermedad. No se tuvieron en cuenta {os efectos
variables sobre diferentes grupos etarios, asi como
tampoco bosibles pérdidas debidas a abortos o in-

fertilidad. Tampoco se tuvieron en cuenta las con-

secuencias de la inmovilizacién obligatoria de los
rebafios afectados en el atraso del pago de présta-
mos, as{ como los riesgos e incertidumbre de las
inversiones.

Para calcular las pérdidas econémicas debidas a
la enfermedad se tuvieron en cuenta los siguientes

conceptos:
1. Atraso en el engorde

Generalmente en Sudamérica se considera que
la FA es una enfermedad benigna, que evoluciona
en 6 6 7 dias, en cuyo perfodo los animaies redu-
cen la ingestion de alimentos e incluso Hlegan a no
comer nada. Por tanto, se admitieron las siguien-
tes premisas: a) atraso en el engorde de 15 dias
para los Modelos A y B y de 30 dfas para el Mo-
delo C; b) el costo de las pasturas es de 0,12 dé-
lares por bovino/dia; y c) el 50% de los animales
enfermos eran novillos de engorde.

2. Produccién de leche

Cerca de 10% de la poblacién bovina estd com-
puesto por vacas lecheras. La producciéon prome-
dio de leche en esta drea es de 3 litros por dia
{la mayoria de los animales son mestizos, cruza
con animales nativos). La enfermedad reduce
la produccién de leche durante 15 dias en pro-
medio.

Se estim6 que la produccién total de leche
de las vacas afectadas podria ser perdida duran-
te estos 156 dias. En el Modelo A ningin estable-
cimiento fue afectado en el brote de 1974, pe-
ro durante el brote de 1975-76, cuando 4 esta-
blecimientos lecheros tuvieron la enfermedad,
la produccion lechera de ninguna de las aldeas
pudo ser vendida debido al absoluto aislamien-
to impuesto. Esto representd una pérdida de
73.000 litros.

3. Comercializacién

Las ventas de animales para la faena se centra-
lizan a través de la administracion de las colonias.
La compra y venta de ganado fue interrumpida
por varios periodos, a veces hasta de 90 dfas, en
el Modelo A debido a la amplia cuarentena y en
el Modelo C debido a la amplia difusién de la en-
fermedad.

Los animales que estaban listos para la venta
debieron ser confinados en pasturas por un per(o-
do mayor, representando las pérdidas mayores tan-
to para los Modeios A como para C.



Bitn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 31-32

51

4. Muertes

Para el Modeio C se aplico una tasa de letalidad
estimada en el 0,4%. Los terneros muertos (ge-
neralmente de 5-8 meses de edad) fueron evalua-
dos a 1/4 del precio de matadero.

La Tabla 3 indica el total de las pérdidas anua-
les estimadas para los Modelos A, B y C.

TABLA 3. Pérdidas comparativas en délares debidas
a la fiebre aftosa segun estrategias alternativas.
Colonias Mennonitas, Paraguay, junio 1972 - mayo 1976

Modelo
Affos A B C
1972-1973 - 69 1.214
1973-1974 69 136 9.510
1974-1975 - 124 2.194
1975-1976 18.936 2.763 95.918
Total 19.005 -3.092 108.836

Para el Modelo A no se registraron pérdidas en
los afios 1 y 3 y solamente se estimé una pérdida
de EUA$69 en la epidemia de 1974. De los
EUA$ 18.936 perdidos en la epidemia de 1975-
76, mas de EUA$ 16.000 fueron debidos a la pa-
ralizacion del comercio de los animales.

El Modelo B no toma en consideracion las
pérdidas de mercado. La suma que se demuestra
consiste solamente en el atraso de engorde (mds
de 70%) y en la reduccion de la produccién de
leche (30%).

De acuerdo con el Modelo C se habrian perdi-
do aproximadamente EUA$ 110.000 durante la
epidemia. E! atraso en el engorde representa apro-
ximadamente el 40% y la comercializacién cerca
del 49% del total de las pérdidas. El 11% restan-
te se refiere a la reduccién de la produccién le-
chera y a las muertes.

Costos

Los costos operativos de SENALFA se con-
sideran fijos y por tanto no difieren en forma
significativa en los Modelos A y B. EIl Gnico gas-
to variable es el aporte de la comunidad ganade-
ra.

La Tabla 4 muestra una comparacion de los
costos estimados para los modelos alternativos.

Para el Modelo A los gastos de los primeros
dos afios fueron debidos a la vacunacién masi-
va (95%) v a la vacunacion obligatoria de los ani-
males que iban a ser movilizados. Los gastos de
los Gltimos dos aflos consistieron principalmente
en las cuotas de la comunidad (EUA$ 31.428
vy EUA$ 36.455 para los afios 3 y 4 respectiva-
mente), mientras que los gastos restantes se de-
bieron a la vacunacién de los animales en trdnsi-
to y al manejo de las haciendas para las vacuna-
ciones masivas de los afios 1975-1976. Para el pe-
riodo de 1974-1975 se dedujeron EUA$ 18.000
de los costos en concepto de parte de la cuota
aplicada a las acciones de sanidad agropecua-
ria no relacionada con el programa de fiebre af-
tosa.

El costo para el Modelo B consistié solamente
de las vacunaciones masivas y las vacunaciones en
anillo. '

Para el model C los costos fueron estimados
para la vacunaci6n voluntaria (de acuerdo con las

TABLA 4. Gastos comparativos en dblares debidos
a la fiebre aftosa segin estrategias alternativas.
Colonias Mennonitas, Paraguay, junio 1972 - mayo 1976

Modelo
Affos A B C
19721973 26.091 47.237 3.304
1973-1974 17.466 38.344 8.993
1974-1975 15.911 67.172 4.969
1975-1976 43.252 94 .441 17.658
Total 102.720 247.194 34.924
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tendencias observadas en la encuesta de 1971)
y la vacunacion obligatoria de los animales en
transito.

Relacion costo-heneficio

La Tabla 5 muestra las relaciones costo-benefi-
cio para los Modelos A y B. Los beneficios fueron
calculados en relacion con el Modelo C, incluyen-
do las pérdidas debidas a la enfermedad y su cos-
to estimado.

TABLA 5. Relacién costo-beneficio para los
Modelos A y B. Colonias Mennonitas,
Paraguay, junio 1972 - mayo 1976

Costo/be-
Beneficio Costo neficio
Modelo (EUAS) (EUAS) (EUAS)
A — Programa Piloto 124.756 102.720 1.21
B — Vacunacion masiva 140.669 247.194 0,67

Se demuestra una clara diferencia en favor del
Modelo A. También se puede notar que la vacu-
nacibn masiva cada 4 meses es una estrategia de-
masiado costosa, por o menos para pequefias 4reas
donde 1a enfermedad se presenta en forma espors-
dica con brotes peri6dicos epidémicos extensivos.

CONCLUSIONES

En 1973, el CPFA indico la necesidad de esta-
blecer politicas y estrategias regionales sobre la
base de las caracteristicas ecoldgicas de la enfer-
medad (4). En regiones donde la enfermedad es
esporédica y el virus es generalmente introducido,
no deben aplicarse programas de vacunacién ma-
siva cada 4 meses.
la posible introduccién del virus a la regién. La
concentracién de gran namero de animales para
aplicarles periédicamente la vacuna constituye
un riesgo adicional de la transmisién de enferme-
dades, ya sea la fiebre aftosa u otros virus que
estuvieran presentes.

En su lugar debe prevenirse -

El suceso obtenido en ef control de los ocasio-
nales brotes ocurridos indica que, contdndose con
una comunidad plenamente participante, la imple-
mentacién rdpida de una cuarentena regional y de
vacunaciones en anillo ofrecen garantfas suficien-
tes para el mantenimiento de la sanidad en el eco-
sistema.

Los resultados del programa piloto de Paraguay
refuerzan considerablemente el concepto de estra-
tegias regionales tanto por los progresos logrados
en el control de la enfermedad como debido a las
consideraciones de orden econémico.
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EVALUATION OF ALTERNATIVE STRATEGIES
FOR FOOT-AND-MOUTH DISEASE CONTROL IN PARAGUAY!

Félix J. Rosenberg?,;

SUMMARY

All South American countries are presently
carrying out national programs for the control of
foot-and-mouth disease (FMD). These programs
are based on uniform systematic mass vaccination
strategy. Since 1972, an alternative pilot program
for the control of the disease was started in a small
region of the Paraguayan Chaco. The program was
based on the strict control of movements of sus-
ceptible animals and the elimintation of outbreaks,
eliminating systematic massive vaccination after
the second year of the pilot program. During the
third year an agreement for the joint sharing of the
program’s costs was signed in which the farmers
agreed to pay an annual quota to be applied to
extra surveillance activities and for emergency
actions should outbreaks occur.

The area had remained free of clinical disease
during the first 26 months. From February 1974
until December 1976, three outbreaks occurred
affecting 1,839 herds of cattle out of an average
population of 120,000 animals.

A comparison was made between the observed
morbidity (A) and the morbidity expected ac-
cording to a theorical alternative model which
simuiates what should have happened if a sys-
tematic mass vaccination strategy had been ap-
plied (B). Both effects were related to a second
model which considered the occurrence of the
disease with no organized action taken (C). The

1 This paper was originally presented at the First Sym-
posium on New Techniques in Veterinary Epidemi-
ology and Economics, Reading, England, 12-16 July,
1976, and published in its Proceedings, Ed. Ellis, Shaw,
Stephens, pp. 181-194.

2pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589-2C-00, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

Vicente Astudillo?

overall morbidity obtained was of 1,839, 2,530
and 25,297 diseased cattie for models A, B and
C respectively.

Direct losses due to FMD were estimated con-
sidering the delay in fattening, milk production,
difficulties in marketing and deaths as the ma-
jor indicators. A total loss of US$ 19,005 was
estimated for the pilot program during the study
period. For modei B the estimated loss amount-
ed to US$ 3,092 and, according to model C,
US$ 108,836 would have been lost.

For cost estimation only the farm community
contribution was taken into account because
operational costs by SENALFA were considered
to be fixed. The respective costs for programs A,
B and C were estimated at US$ 102,720, 247,194
and 34,924.

Cost-benefit ratios for programs A and B were
estimated in relation to Model C. A ratio of 1.21
was obtained for the pilot program and of 0.57
for model B. A clear difference was shown fa-
voring model A. Otherwise it was noted that
quarterly mass vaccination is an overly expensive
strategy for small areas where the disease occurs
sporadically.

The results obtained support the concept of
regional strategies for the control of FMD which
have been recently proposed.

INTRODUCTION

National programs for the control of foot-and-
mouth disease (FMD) in South America began
in the 1960’s. The first one was established in
Argentina in 1961, followed by Paraguay and
Uruguay in 1968 and Brazil and Chile in 1970.
Presently all South American countries have
national programs which cover about 70% of
the continent’s cattie population.

The basic strategy of these programs consists
in a systematic massive vaccination campaign.
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Cattle over 4 months of age are regularly vac-
cinated three times a vear. Movement of watiis
for any purpose iz aliowed oridy Usen preseniation
of a vaccination certificate. When an cutbreak of
FMD occurs, the campaign s augmented by ring
vaccination and isolation ot the affected farms for
as long as 30 days after the last ciinizal case.

The case of Paraguay, which will be discussed
here, is the first in which a regional approach was
tested as an alternative 7o the traditional massive
nation-wide vaccination campaign.

This presentation reports on the effects of a
pilot program in the western region of the coun-
try, the "“Chaco’’, based on the regiona! charac-
teristics of the disease. This program begar in
January 1972, directed by thie Paraguayan Na-
tional FMD Contro! Service {SENALFA} with
the technical assistance of the Pan American
Foot-and-Mouth Disease Center {PAFMDC).

HISTORICAL DATA

This area was first colonized about 50 vears
ago by the Mennonites, a fundamentalist religious
group emigrating from Europe and Canada. Today
they occupy an area of about one million hectares
{10,000 km?) located approximately 400 km
northwest of Asuncion, the capital city. The
group is divided into 3 colonies, 145 villages and
about 1,700 farms with come 180,000 catile,

Untii 1971 noe FMD control program exisied.
In that year, an FMD epidemic of virus subtype
O, occurred in the Mennonite Colonies. At that
time, SENALFA, working with the PAFMDC,
decided to carry out a retrospective epictemialo-
gical survey in the colonies. The survey took
place in August 1971, covering betweern 70 and
80% of the viilages cartle popuiation. Tern percerst
of the villages and 46% of the farms had never
had FMD. Between 1666 and 1970, 2-4% of the
farms had had the disrase vearly. In 1968 and
1969 localized epidsmic oulbreais appeareg 10
have occurred. In ths 1871 enidemic, 68% of
the villages had been affected, as had 27% of the
farms and 17% of the cattle.

Also, 61% of the farms surveyed declared thas
they never vaccinated their cattle; 26% stated
that they vaccinated cccasionallv; while oniy

N Fiokre Aftosa 31-32

13% reported that shay vaceinzied against FMD

at yearty intecals

UISIg s Datol 0 s

w; the focal
peared that FMD virus
:» region and that cutbreaks
were caused by ntaduction of the virus infe the
Mermonite Colonissy,

scological conditi

B DT PHOGRAM STHAYESY AND EFFECTS
{oals, Activities and Implentation

Baszd on the assumption that disease was not
native to the area, and considering the well-estab-
lished community structure of the Mennonites,
the following goais were established for the pilot
programi;

1. Avoid further diffusion of the existing virus.

2. Avoid introduction of FMD virus into the
area, through: a} cofficial mass immunization dur-
ing the first vear of the program (1872}; b} strict
contro! of movements of susceptible animals; c)
guarantine of animals brought into "the colo-
nies; d) acdve epidamiological surveillance aimed
toward early detection of the disease and monitor-
ing of the infection revalence; e) active com-
munity participation at all levels of the campaign;
f) elimination of outbresks: and g} buffer vacina-

« oF i antation of point
to reinitiate the
mass vasgination campaigns in the area. However,
only cne vaccination cycle was completed (No-
vembe: 1673},

An agreement for the beiter implementation
of the pilot program was signed in September
18074 hevwsen SENALFA and the Mennonites

HO - 1)

Colonies. (e major breakthrough of the agre-
et wwas  the joint sharing ot the program’s

cand the Colonies. Since no
; . b= rcarried out
g4y ThE dres, The Tarmers dgreed 1O pay an annual
0% of the price of 3 doses
i per head of catile, and haif of that
amount for caives less than 4 months old. Haif
s!oone ooial anaua! amount would be applied to
fixed prograrm costz, such as extra surveillance
personnel gasoline and cattde movement contro!

costs ity SENS

IMRTE 0

CGTH eUCEE et 1D
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outside the pilot area. The remaining 50% would
be kept in reserve for use in outbreaks for emer-
gency activities such as slaughter and/or ring vac-
cinations. Should no outbreaks occur, this fund
would be invested in general animal health im-
provement in the area, other than FMD.

Effects on the Disease

In July 1973 (18 months after the start of the
Pilot Program), a serological survey was under-
taken to determine FMD infection prevalence
rates by use of the VIA antibody test (1). The
results suggested that cattle born after the 1971
outbreak had not been infected, thus underlining
the early success of the Pilot Program in control-
ling the spread of the virus infection. The area had
remained free of clinical disease for 26 months
(Jan. 1972 - Feb. 1974).

At the end of February 1974, the southern
zone of the Pilot Program area began to report
cases of FMD. The virus had probably been
brought into the Mennonite area by contact
with cattle from the adjacent ranches, which in
turn had become infected through cattle coming
from neighboring regions where a widespread
epidemic of virus type C was taking place.

Within 8 weeks, the number of affected cat-
tle in the Mennonite Colonies rose to 112, located
in 10 villages along the southeast border of the
colonies. A ring vaccination strategy was put
into operation, which covered 33,000 head of
cattle, or about one-fourth of the colonies cat-
‘tle population. The entire affected southeastern
sector was kept in strict isolation until the out-
break was over.

In July 1975, one outbreak of the disease was
reported in the central zone of the colonies. Virus
type C was diagnosed. The outbreak affected only
one farm with 55 head, of which 20 became sick.
The origin of this outbreak was tentatively traced
to the slaughter of a wild pig on the premises a
few days prior to the outbreak.

In December 1975 a few simultaneous out-
breaks occurred at distant points within the col-
onies. In no case could any relationship be found
between these affected animals and quarantined
cattle brought into the area. From December

1975 to April 1976, 35 farms and 1,704 heads of
cattle were affected. In all instances virus type
O was isolated. Although, the disease became
quite widespread probably because of multiple
infection sources, further diffusion of FMD was
controlled and no typical epidemic patterns, oc-
curred (Figure 1).

Table 1 summarizes the occurrence of FMD
since the start of the Pilot Program (1972-1976).

COMPARATIVE EFFECTS
OF ALTERNATIVE STRATEGIES

Morbidity

The three types of FMD virus present in South
America have quite definite epidemiological
patterns (2). Virus type O appears to have 4-5
year epidemic cycles, probably related to the
cattle population haif-life. Virus type A, with
a greater plasticity, is generatly endemic, seldom
causing epidemic outbreaks. Finally, virus type
C causes widespread epidemics at non-predict-
ible intervals, and remains inactive during inter-
epidemic years.

The behaviour of the disease in the Mennonite
area did not deviate greatly from the above-men-
tioned pattern. However, it should be noted that
FMD virus type A did not occur in the area.

Figure 2 shows the percentages of affected
villages and farms from 1966 to May 1976. The
five-year cycles of virus O are represented by the
peaks in 1966, 1971 and 1976.

The epidemic waves of virus C are reflected
in the smaller peaks of 1969 and 1974. It should
be noted that although the patterns of the 1972-
1976 period clearly reproduces the 1967-1971 pat-
tern, the rates in the former are consistently lower.

In order to evaluate the resuits of the Pilot
Program Strategy (Model A) it was compared
with two alternative strategic models. The first,
Model B, simulates what would have happened
if a systematic mass vaccination strategy had
been applied. The second, Model C, considers the
occurrence of the disease with no organized con-
trol action taken, assuming that the 1967-1971
pattern would have been reproduced in the 1972-
1976 period.
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FIGURE 1. Weekly number of outbreaks. Menncnite Colonies, Paraguay, 15 December 1975-19 May 1976.
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EIGURE 2. Percentage of affected villages and farms. Mennonite Colonies, Paraguay, 1966-31 May 1976.
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TABLE 1. FMD occurrsnce. Mennonite colonies, Paraguay.
June 1972 - May 1976
Viliages Farms Cattle
Years Total Affected % Total Affected % Total  Affected x103
1972-1973 145 - - 1,506 - - 90,638 - -
1973-1974 145 10 7 1,674 12 0.8 111,345 115 1
1974-1975 145 - - 1,634 - - 113,100 - -
1975-1976 145 23 16 1,712 36 21 130,824 1,724 13

For the morbidity simulation in Model B the
foliowing assumptions were made: a) the pattern
of the disease with respect to origin and diffusion
is not affected by massive vaccination. This as-
sumption is based on field observations which
indicate that a vaccination program does not alter
seasonal and cyclic variations. This fact-is sup-
ported by recent investigations on FMD virus
pathogenesis demonstrating that humoral anti-
bodies do not significantly influence local virus
growth in the pharynx of infected animals (3);
b) vaccination only affects protection vis-d-vis
clinical signs. The commercial vaccines empioyed
in South America are expected to protect about
- 80% of vaccinated animals; c) an area was salected
in Eastern Paraguay where mass vaccination has
been applied quarterly since 1968. In view of its
similarity to the Mennonite Colonies, the effects
of FMD during the 1975-1976 virus O outbreak
were assumed to be comparable. A morbidity
rate of 14 per thousand was observed, which
represents about 8% of the morbidity rate found
in 1971 in the Mennonite Colonies; d) given the
above considerations, it was assumed that mass
vaccination would have reduced 90% of the mor-
bidity estimated for Model C.

Table 2 gives an estimated comparison of the
morbidity for Models A, B and C based on the
above-mentioned assumptions.

TABLE 2. Comperative morbidity of FMD
according to slternative strategies.
Mennonite Colonies, Paraguay. June 1972 - May 1976

No. of sick cattle

Years Model A" Model B Model C
1 - 77 774
2 1156 144 1,435
3 - 98 979
4 1728 2211 22,109
Towl 1839 2,530 25,207°
a
Pilot Program.

by addition to 101 deaths (lethality rate = 0.4%).

Economic Losses

Direct losses due to FMD were estimated in
order to measurs the benefit-cost ratio for the
Pilot Program. Although simplified productiv-
ity indicators were used in an attempt to replace
the lack of direct observations, the methodology
employed is useful for expressing the economic
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losses associated with the disease. Varying effects
on different age-groups, as well as possible iosses
due to abortions or infertility were not considered.
The impact of enforced isolation of affected herds
on the delay in loan payments as well as risk and
uncertainty of the investment were also not eval-
uated.

The following concepts were considered in
order to calculate economic losses due to the
disease:

1. Delay in Fattening

Generally, in South America FMD is consid-
ered a mild disease lasting for about 6-7 days
during which time cattie food intake is reduced
or brought to a halt. Thus the following assump-
tions were made: a) delay in fattening of 15 days
for Models A and B, and 30 days for Model C;
b) cost of pasture is US$ 0.12 head/day; and
¢) 50% of the sick animals are steers.

2. Milk Production

About 10% of the affected cattle population
is composed of dairy cows. Mean milk production
in the area is 3 litres per day (the majority are
longhorn type native crossbred animals). The dis-
ease reduces the milk production for an average
of 15 days.

We estimated that the entire milk output of
the affected cows would be lost during those 15
days. In Model A no dairy farms were affected
in the 1974 outbreak, although during the 1975-
1976 outbreak, when 4 dairy farms had the dis-
ease, none of the villages’ milk production could
be sold because of the absolute isolation imposed.
This represented a loss of 73,000 litres.

3. Marketing

Cattle sold for slaughter are centralized by
the administration of the colonies. Buying and
selling of cattle was interruptad for various periods
of time, sometimes up to 90 days, in Model A be-
cause of widespread quarantine and in Modei C
because of widespread disease.

Animals ready for sale were therefore confined

to pasture for a longer time, representing the larg-
est losses for both Models A and C.

4. Deaths

For Model C an estimated lethality rate of
0.4% was applied. Dead calves (generally 5-8
months old) were valuated at 1/4 the slaughter-
house price.

Table 3 indicates the total estimated yearly
losses due to Models A, B and C.

TABLE 3. Comparative losses (US$) due to FMD
according to alternative strategies.
Mennonite Colonies, Paraguay. June 1972 - May 1976

Model
Years A B C
1972-1973 - 69 1,214
1973-1974 69 136 9,510
1974-1975 - 124 2,194
1975-1976 18,936 2,763 95,918
Total 19,005 3,092 108.836

For Model A no losses were registered in years
1 and 3, and only US$ 69 were lost in the 1974
epidemic. Of the US$ 18,936 lost in the 1975-
1976 epidemic, over US$ 16,000 was due to the
embargo on marketing.

Model B did not take into consideration mar-
keting losses. The amount shown consists only
of delays in fattening {(over 70%) and reduced milk
production (30%).

According to Model C almost US$ 110,000
would have been lost in the epidemic. Delay in
fattening represents approximately 40%, and
marketing about 49% of the total losses. The
remaining 11% are accounted for by reduced milk
production and deaths.



BItn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 31-32

59

Costs

The operating cost of SENALFA is considered
to be fixed, and thus does not differ significantly
for either Model A or B. The only variable cost
is that of the farm community.

Table 4 presents the comparative estimated
costs of the alternative models.

TABLE 4. Comparative costs (US$) of FMD
alternative strategies. Mennonite Colonies,
Paraguay. June 1972 - May 1976

Model
Years A B Cc
1972-1973 26,091 47,237 3,304
1973-1974 17,466 38,344 8,993
1974-1975 15911 67,172 4,969
1975-1976 43,252 94,441 17,658
Total 102,720 247,194 34924

For mode! A the costs of the first two years
were due to mass vaccination (95%) and compul-
sory transport vaccination. The latter 2 years’
costs consisted mostly of the community quota
(US$ 31,428 and US$ 36,455 for years 3 and 4
respectively), while the remaining cost was due to
transport vaccination and cattle handling for the
1975-1976 mass vaccination. For the 1974-1975
period US$ 18,000 was deducted from the costs,
the part of the quota applied to agricultural ac-
tions not related to the FMD program.

The costs for Model B consist only of massive
and ring vaccinations.

For Model C, costs were estimated for volun-
tary vaccination (according to the trends observed
in the 1971 survey) and compulsory transport vac-
cination.

Cost-Benefit

Table 5 figures the benefit/cost ratio for Models

A and B. The benefits were calculated in relation
to Model C including losses due to the disease and
its estimated cost.

TABLE 5. Benefit/Cost relation of FMD
strategies A and B. Mennonite Colonies,
Paraguay. June 1972 - May 1976

Benefit/
Benefit Costs Cost

Model (US$) (Us$) (US$)
A — Pilot Program 124,756 102,720 1.21
B — Massive vaccination 140,669 247,194 0,57

Clear differences favoring Model A are shown.
It should also be noted that quarterly mass vac-
cination is an overly expensive strategy, at least
for small areas where the disease occurs sporadi-
cally with periodical extensive epidemic out-
breaks.

CONCLUSIONS

in 1973, the PAFMDC indicated the need
for regional policies and strategies based on the
ecological characteristics of the disease (4). Re-
gions where the disease is sporadic and the virus
introduced from outside should not be subject to
mass vaccination every four months. tnstead virus
should be prevented from coming in. The round-
ing up of large numbers of cattle for vaccination
represents an additional risk of disease - including
EMD - transmission should any virus be present.

The success obtained in controlling the oc-
casional FMD outbreaks clearly shows that, when
counting on a fully participative community, the
rapid implementation of a regional quarantine and
ring vaccinations offer sufficient warranties for
the maintenance of the health conditions within
the ecosystem.

The results of the Paraguayan Pilot Program
strongly support a regional strategy because of
the definite achievements in virus control as well
as the economic considerations.
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ABU ELZEIN, E.M.E.; GROWTHER, J.R.

resimenes

abstracts

Texto en inglés. J. Hyg. (Camb.) 80 (3): 391-399, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (6): 27, 1978).
[Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Técnicas de la prueba inmunoabsorbente marcada
con enzimas en las investigaciones del virus aftoso

Este trabajo trata de la aplicacion de la prueba
inmunoabsorbente marcada con enzima (ELISA)
para la prueba de anticuerpos bovinos frente al
virus aftoso en ganado.- La prueba consiste en la
adsorcion de antigeno en una fase s6lida (en este
caso, cavidades de poliestireno en placas hemaglu-
tinantes). Se afiaden sueros con anticuerpos espe-
cificos al antigeno, y se dejan en reposo hasta que
se produzca la reaccion. El anticuerpo que queda
sin reaccionar es eliminado por medio de un lava-
do. Conjugado con enzima se afiade un antisuero a
fa especie de animal en que se obtuvieron los anti-
cuerpos especificos al antigeno. Después de lavar
para eliminar el anti-anticuerpo que no haya reac-
cionado se afiade una solucién que reacciona alte-
rando el color, segin la proporcion de antisuero
conjugado con enzima adherido a las cavidades.
Los resultados preliminares indican que la técnica
puede ser utilizada para cuantificar anticuerpos
al virus aftoso en suero bovino. El virus fue adsor-
bido con éxito a la superficie de las placas de mi-
croprueba, siendo suficiente una concentracion
de 2ug/mi para dar resultados reproducibles. El
sistema buffer no afect6 la integridad fisica del
virus. La relaciéon entre los resultados obtenidos
con la técnica ELISA y con los resuitados de la
prueba de microneutralizacion es muy compleja.
El método ELISA dio variaciones muy bajas entre
pruebas cuando se utilizdé un suero convencional.
Se concluyé que el método podria ser Otil para
examinar los titulos de anticuerpos en el suero de
grandes cantidades de bovinos o cualquier otra es-
pecie.

Enzyme-labelled immunosorbent assay techniques
in foot-and-mouth disease virus research

This paper was concerned with the application
of the enzyme-labelled immunosorbent assay
(ELISA) for the assay of bovine antibodies a-
gainst foot-and-mouth disease virus in cattle. The
test involves adsorption of antigen to a solid phase
(in this case polystyrene wells in haemagglutina-
tion plates). Sera containing specific antibodies
to the antigen are added and allowed to react.
Excess unreacted antibody is removed by wash-
ing. An enzyme-conjugated antiserum to the spe-
cies of animal in which the specific antibodies to
the antigen were made is then added. After wash-
ing to remove unreacted anti-antibody, a substrate
solution is added which gives a colour reaction
depending on the amount of enzyme-conjugated
antiserum attached to the wells, Preliminary re-
sults indicate that the technique can be used to
quantify antibodies to foot-and-mouth disease
virus in cattle serum. The virus was successfully
adsorbed to the surface of microtiter plates, a
concentration of 2ug/mi being sufficient to give
reproducible results. The buffer system did not
affect the physical. integrity of the virus. The
relationship between results obtained with the
ELISA technique to neutralization test results is
complicated. The ELISA method gave low inter-
test variation when standard serum was used. It
was concluded that the method should prove
useful for the examination of antibody titers
in serum from large numbers of cattle or other
animals.
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ANDERSEN, AA.

Texto en inglés. J. vet. Res. 38 (11): 1757-1759, 1977. (FMD Bull. Wellcome 17 (1). 4, 1978).
[Plum Island Animal Disease Center, Greenport, New York 11944, US.A.]

Reacciones cruzadas al virus aftoso en sueros por-
cinos normales

Con el objeto de determinar el alcance y la es-
pecificidad de tas reacciones cruzadas de sueros
porcinos normales al virus aftoso, 101 sueros ex-
traidos de 5 rebafios fueron investigados con cinco
tipos de virus, utilizando las pruebas de inmunodi-
fusion radial (IDR) y de neutralizacién por reduc-
cion de placas (NRP). Seg(n el grupo de sueros y
virus utilizados, el porcentaje de sueros dando
reacciones de bajo nivel oscilé entre 0 y 50% con
el método de NRP, y entre 0 y 20% con la técnica
de IDR. Los resultados de las pruebas de seroneu-
tralizacion en ratones concordaron con los resulta-
dos de anticuerpos neutralizantes obtenidos por la
prueba de NRP. Los estudios realizados sobre ul-
tracentrifugacion y 2-mercaptoetanol indicaron
que las reacciones cruzadas fueron provocadas por
la inmunoglobulina M o macroglobulinas similares.
Los resultados obtenidos y la distribucion de reac-
ciones cruzadas coincidieron con los obtenidos en
suero de bovino.

ANDERSEN, A A,

Occurrence of cross reactions to foot-and-mouth
disease virus in normal swine sera

in order to determine the extent and speci-
ficity of cross-reactions of normal swine sera to
foot-and-mouth disease virus, 101 sera from five
herds were tested with five types of virus by the
plaque-reduction neutralization (PRN)} and radial
immuno-diffusion (RID) techniques. Depending
on the group of sera and the virus used, the per-
centage of sera cross-reading at low levels varied
from O to 50% with the PRN method and O to
20% with the RID technique. The results of se-
rum neutralization tests in mice supported the
finding of neutralizing antibody by the PRN
techique. Studies involving ultracentrifugation
and 2-mercaptoethanol indicated that the cross-
reactions were the result of immunoglobulin M
or similar macroglobulins. The results obtained
and the distribution of cross-reactions were si-
milar to those reported proviously for cattle
sera.

Texto en inglés. Proc. ann. Mtg. U.S. Anim. Hith Ass. 81: 264-269, 1977. (FMD Bull. Wellcome 17
(6): 29, 1978). [Plum Island Animal Disease Center, Greenport, New York 11944, US.A]

Reacciones cruzadas de sueros bovinos normales
con el virus aftoso

Se revisan recientes investigaciones l|levadas a
cabo sobre la incidencia y duracién de las reaccio-
nes cruzadas de sueros bovinos normales con el
virus aftoso. Los datos disponibles sugieren que
estas reacciones cruzadas son debidas a la respues-
ta del 1gM transitorio después de una infeccién
o reinfeccién del animal por un agente infeccio-
so con el mismo antigeno. La incidencia, ocurren-
cia casual, corta duracién y especificidad de las
reacciones cruzadas indican que las causas radican
en una serie de agentes infecciosos, y que el sis-
tema inmunitario del animal estd sometido a un

Cross-reactions of normal bovine serums with foot-
and-mouth disease virus

Recent research on the incidence and dura-
tion of cross-reactions of normal bovine sera
with foot-and-mouth disease virus is reviewed. The
available data suggests that these cross-reactions
are due to the transient IgM response after an in-
fection or re-infection of the animal with an in-
fectious agent that has a shared antigen. The in-
cidence, randomness of occurrence, short dura-
tion and specificity of the cross-reactions indicate
that a number of infectious agents are responsible
and that the immune system of the animal is con-
stantly being re-stimulated. The frequency and
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estimulo constante. La frecuencia y ocurrencia ca-
sual de los estfmulos antigénicos indican que son
el resultado de la reactivacién de virus latentes
y no de infecciones viricas transmitidas conti-
nuamente de animal a animal en el rebafio.

randomness of the antigenic stimuli indicate that
they are due to the reactivation of latent viruses
rather than to virus infections being actively
passed from animal to animal in the herd.

ANDERSON, E.C.; DOUGHTY, W.J.; ANDERSON, J.; BABER, D.
Texto en inglés. J. Hyg. (Camb) 80 (3): 451-459, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (6): 26, 1978).
[Wellcome Institute for Research on FMD, Box 18021, Embakasi, Nairobi, Kenya]

Comparacién jn vitro de las variantes de subtipo
del virus aftoso causantes de la enfermedad en bo-
vinos vacunados

Virus aftoso de los tipos O, A y SAT 2, aislados
de animales infectados procedentes de rebafios va-
cunados rutinariamente dos veces por afio, fueron
comparados antigénicamente con cepas de virus
actuales, utilizando las pruebas de fijacion de com-
plemento, neutralizacién e inmunodifusién radial.
Los resultados indicaron que las cepas que habian
infectado el ganado vacunado con mayor celeri-
dad, tenfan valores R frente a la cepa vacunal de
30 o menores en las pruebas de inmunodifusién
radial y fijacion de complemento, mientras que las
cepas causantes de brotes primarios, con escasa
dispersion, tenian valores R de 30 a 40. Diferen-
cias triples en la concentracién de anticuerpo neu-
tralizante humoral entre la variante del campo v la
cepa de vacuna en los sueros de animales vacuna-
dos fueron consideradas probablemente significati-
vas en lo que respecta a proteccion.

BACHRACH, H.L.

In vitro comparison of foot-and-mouth disease
virus subtype variants causing disease in vac-
cinated cattle

Foot-and-mouth disease virus isolated of types
O, A and SAT 2, from diseased animals in herds
routinely vaccinated twice a year were compared
antigenically with current vaccine strains using
complement-fixation, neutralization and radial
immunodiffusion tests. Results indicated that
strains which had readily infected vaccinated
cattle had R values against the vaccine strain of
30 or less in complement fixation and radial
immunodiffusion tests, while strains causing
primary outbreaks with little spread had R values
of 30-40. Three-fold differences in humoral neu-
tralizing antibody concentration between the field
variant and the vaccine strain in sera from vac-
cinated animals were thought likely to be sig-
nificant in terms of protection.

Texto en inglés. Virology in Agriculture, Proceedings of the Beltsvilie Symposium on Agricultural
Research, 7: 3-32, 1977. (FMD Bull. Wellcome 17 (6): 25, 1978). [Plum Island Animal Disease Center,

Greenport, New York 11944, US.A.]

Virus aftoso: propiedades, biologfa molecular e
inmunogenicidad
Se revisan las recientes investigaciones rea-

lizadas sobre las propiedades, biologia molecu-
lar e inmunogenicidad del virus aftoso. El virus

Foot-and-mouth disease virus: properties, mo-
lecular biology and immunogenicity

The results of recent investigations into the
properties, molecular biology and immunogen-
icity of foot-and-mouth disease virus are reviewed.
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se divide en sus puntos isoeléctricos y el proceso
de la division se refleja en los perfiles temperatura/
absorcion. ElI ARN virico es de cadena simple, con
un canal interno poli-C y uno terminal-3’ poli-A.
Las homologias del ARN para los tipos de virus O,
A y C oscilan entre el 44 y el 65%. En las células
infectadas con virus se forman proteinas viricas
sin capsides (PVSC) y proteinas viricas. La PVSCs
se combina con las proteinas de la célula huésped
para formar dos polimerasas que catalizan la sinte-
sis del ARN virico y de doble cadena. Los resulta-
dos de una serie de estudios han puesto de mani-
fiesto que la PVSC; es el antigeno asociado a la
infeccion virica (VIA). Se han establecido las rela-
ciones cuantitativas en lo que se refiere a las canti-
dades de virus inactivado necesarias para inmuni-
zar porcinos y bovinos. El antisuero a la PV pre-
cipita y neutraliza el virus.

BOOTH, J.C.; RWEYEMAMU, MM.; PAY, TW.F.
Texto en inglés. J. Hyg. (Camb) 80 (1): 31-42, 1978.

The virus dissociates at its isoelectric points and
the pathways of dissociation are revealed by
absorbance-temperature profiles. The viral RNA
is single-stranded with internal poly C and 3'-ter-
minal poly A tracts. RNA homologies for the
0O, A and C virus types range from 44 to 65%.
In virus infected cells, non-capsid virus proteins
(NCVP) and virus proteins are formed. NCVP;
combines with host cell proteins to form two
polymerases which catalyse the synthesis of vi-
rai and double-stranded RNA. The results of
various studies have shown that NCVPs is the
virus-infection-associated (VIA)} antigen. Quan-
titative relationships have been established for
the amounts of inactivated virus required to
immunize swine and cattle. Antiserum to VP,
precipitates and neutralizes virus.

(FMD Bull. Wellcome 17 (2): 7, 1978).

[Wellcome Foot-and-Mouth Disease Vaccine Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Relaciones dosis-respuesta en una prueba de micro-
neutralizacidén para virus aftoso

Las pruebas de microneutralizacion bidimen-
sional cudnticas en virus aftosos en las que la ac-
tividad del anticuerpo neutralizante fue titulada
contra una serie de dosis viricas, demostraron una
variedad de curvas dosis-respuesta, algunas de las
cuales eran rectilineas, mientras que otras eran
claramente curvilineas. En los casos en que se ob-
tuvieron respuestas no lineales con algunos anti-
sueros, la curva determind gue los titulos de anti-
cuerpo registrados con una dosis virica que variaba
de 10° a 10° DCTs, eran muy similares. Se rea-
lizaron investigaciones sobre el efecto causado
al variar las condiciones de las pruebas sobre la
curva de dosis-respuesta. Se observaron nota-
bles diferencias cuando se trataron las mezclas
de antisuero-virus con globulina antiespecifica,
asi como cuando las pruebas fueron realizadas
en células de diferente susceptibilidad frente a
la infeccion.

Dose-response relationships in a microneutraliza-
tion test for foot-and-mouth disease virus

Two-dimensional quantal microneutralization
tests on foot-and-mouth disease viruses, in which
neutralizing antibody activity was titrated against
a serial range of virus doses, demonstrated a vari-
ety of dose-response curves some of which were
rectilinear, other clearly curvilinear. In the case
of non-linear responses obtained with some an-
tisera, the shape of the curve was such that an-
tibody titers recorded with doses of virus rang-
ing from 10° -10° TCD;, were very similar. In-
vestigations were carried out of the effect of
varying the test conditions on the shape of the
dose-response curve. Significant differences were
noted after treatment of the antiserum-virus
mixtures with anti-species globulin and when
the test was assayed in cells of differing suscep-
tibility to infection.
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BRUGH, M.; COTTRAL, G.E.

Texto en inglés. Zbl. VetMed. (B) 24: 680-683, 1977. (FMD Bull. Wellcome 17 (2): 9, 1978).
[Plum Island Animal Disease Laboratory, Greenport, New York 11944, U.S.A.]

Efectos de secreciones es6fago-faringeas de bovi-
nos sanos sobre el virus aftoso O,

Se ha investigado el efecto del liquido eséfago-
faringeo (EF) de animales sanos sobre la supervi-
vencia /n vitro del subtipo de virus aftoso O;. La
incubacién de virus con liquido EF durante una
hora a 37°C dio como resultado la misma pérdida
de infectividad que la registrada cuando se utilizd
medio de Hank para la incubacién, por el mismo
espacio de tiempo. Por consiguiente, no existe
evidencia sobre la posibilidad de que el {iquido EF
contuviera inhibidores viricos, ni pudo demostrar-
se que el liquido EF afectara en modo aiguno la
neutralizacion del anticuerpo viTico.

CALVARIN, R.; GAYOT, G.

Effect of oesophageal-pharyngeal secretions from
normal cattle on foot-and-mouth disease virus O;

The effect of oesophagel-pharyngeal (OP) flu-
ids from normal cattle on the /in vitro survival
of foot-and-mouth disease virus of subtype O,
is described. Incubation of virus with OP fluid
for one hour at 37° C resulted in the same loss of
infectivity as when virus was incubated in Hanks
medium for the same period. Thus, there was no
evidence for the presence of viral inhibitors in OP
fluid. There was also no evidence that OP fluid
interfered with the neutralization of the virus
antibody.

Texto en francés. Recl. Med vet. 154: 49-562, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (5): 24, 1978).
[Laboratoire Central de Recherches Veterinaries, 22 rue Pierre Curie, 94700 Maisons-Alfort, France]

Accidén de diversos desinfectantes sobre el virus
aftoso

Se ha investigado la accion de una serie de de-
sinfectantes, aprobados y no aprobados oficial-
mente por las autoridades francesas, sobre el virus
aftoso. Los desinfectantes se utilizaron en las con-
centraciones prescritas. A un volumen de 1 mlde
cada desinfectante se afiadi® 1 ml de suspensién
viral. La duracion del contacto fue de 30 minutos
a temperatura ambiente. La titulacién del virus re-
sidual se efectud con cultivos de células de tiroides
bovino. Los desinfectantes oficiales, tales como hi-
pocloritos de sodio y de potasio e hidroxido de so-
dio, resultaron altamente eficaces frente al virus
aftoso. Entre los otros desinfectantes examinados,
tan solo un complejo basado en fenol y un deter-
gente yodado mostraron cierta actividad frente al
virus aftoso, aunque en menor medida que los pro-
ductos oficiales.

Action of various disinfectants on the virus of
foot-and-mouth disease

The action of a number of disinfectants, both
officially approved by the French authorities and
otherwise, on foot-and-mouth disease virus has
been investigated. Each disinfectant, at the pre-
scribed concentration, was added in an amount of
1 ml to 1 ml of virus suspension and allowed to
react for 30 minutes at room temperature. Re-
sidual virus was titrated using bovine thyroid cell
cultures. The official disinfectants, sodium hypo-
chlorite, potassium hypochlorite and sodium
hydroxide, were shown to be highly effective
against foot-and-mouth disease virus. Of the other
disinfectants tested only a phenol-based product
and an iodide detergent showed activity against
the virus and their activities were inferior to those
of the official products.
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CAPSTICK, P.B.

Texto en inglés. Br. vet. J. 134 (1): 34-37, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (2): 6, 1978). [Wellcome
Research Laboratories, Berkhamsted Hill, Berkhamsted, Herts, England]

Programas para el control de ia fiebre aftosa en
Africa

El uso de vacunas para el control de la fiebre af-
tosa en el continente africano, iniciado en 1960,
tuvo gran repercusion y en la actualidad 17 paises
emplean vacunas en sus programas nacionales de
control. Otros cuatro paises han proyectado pro-
gramas similares que podrian llevarse a la préctica
" en los proximos 4 afios. Se consideran los diferen-
tes factores que determinan la eficacia de las cam-
pafias existentes, tales como estrictas medidas zoo-
sanitarias, vigilancia de la enfermedad, vacunas efi-
caces y eficiente distribucion de las mismas. Las
campafias llevadas a cabo en Kenia, Swaziland y
Malawi se citan como ejemplos de campafas de
control realizadas con gran éxito en Africa.

Foot-and-mouth disease controi
Africa

programs in

Since the early 1960’s the use of vaccine to
control foot-and-mouth disease has grown rapidly
on the African continent and some 17 countries
now use vaccine in national control campaigns
of varying complexity. A further four countries
have control schemes projected for commence-
ment within the next four years. The factors
which influence the effectiveness of existing cam-
paigns, such as effective zoo-sanitary regulations,
disease monitoring, effective vaccines and effec-
tive vaccine distribution are considered. The cam-
paigns in Kenya, Swaziland and Malawi are cited
as examples of successful control campaigns in
Africa.

DENOYA, C.D.; SCODELLER, E.A.; GIMENEZ, B.H.; VASQUEZ, C.; LA TORRE, J.L.
Texto en inglés. Virology 84: 230-235, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (3): 15, 1978). [Centro
de Virologfa Animal, Serrano 661, 1414 Capital Federal, Argentina]

Virus aftoso. 1. Estabilidad de su 4cido ribonu-

cleico

Al analizar el acido ribonucleico (ARN) del vi-
rus aftoso por diferentes métodos, se registrdé una
cantidad variable (30 a 90%) de moléculas frag-
mentadas. En el trabajo descrito en esta publica-
cién, se aislé el ARN virico a partir de viriones pu-
rificados, siguiendo dos métodos. El primer méto-
do produjo un ARN heterogéneo, mientras que el
segundo dio como resultado un ARN homogéneo,
incluso después de sometido a fuertes procesos de
desnaturalizacidon o digestidén con proteasas. Un
andlisis del ARN virico en gradientes de sacarosa
y por electroforesis del gel de acrilamida indicd
que el ARN es una molécula de cadena simple, con
un peso molecular de 2,70 + 0,05 x 10°. El coefi-
ciente de sedimentacion estimado fue de 35S. Los
autores discuten la posibilidad de que la{s) nu-
cleasa(s) pudieran ser la causa del cardcter hetero-
géneo del ARN.

Foot-and-mouth disease virus. 1.
ribonucleic acid

Stability of its

A variable amount (30-90%) of fragmented
molecules have been reported when foot-and-
mouth disease virus RNA is analyzed by different
methods. In the work described in this paper
virus RNA was isolated from virions purified by
two different methods. The first method pro-
duced a heterogenous RNA, whereas the second
resulted in an RNA .which appeared homogenous
even when submitted to vigorous denaturation
procedures or to digestion with proteases. Anal-
ysis of viral RNA in sucrose gradients and by acryl-
amide gel electrophoresis indicated that the RNA
is a single-stranded molecule with a molecular
weight of 2.70 £ 0.05 x 10%. The sedimentation
coefficient was estimated to be 35S. The authors
discuss the possible role of nuclease(s) as a cause
of RNA heterogeneity.
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DENOQOYA, C.D.; SCODOLLER, E.A.; VASQUEZ, C.; LATORRE, J.L.
Texto en ingiés. Arch. Virol. 57: 153-168, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (6): 27, 1978). [Centro
de Virologia Animal, Serrano 661, 1414 Capital Federal, Argentina]

Actividades de ribonucleasa asociadas con virus
aftoso purificado

Se presentan resultados que indican la existen-
cia de actividades de ribonucleasa asociadas con el
virus aftoso purificado. Una ribonucleasa estd lo-
calizada en la parte externa del viri.c'm y su activi-
dad especifica es variable, sugiriendo que esta
adherida sélo superficialmente, pudiendo perderse
con facilidad durante los procesos de purificacion.
Ademds, la actividad enzimdtica puede ser anulada
sin dificultad con detergente o cloruro de cesio.
La otra ribonucleasa presenté una actividad cons-
tante en todas las preparaciones examinadas, y
estaba probablemente localizada en el interior del
virion. Esta enzima podria ser responsable de la
heterogenicidad observada normalmente en el
ARN del virus aftoso extraido.

Ribonuclease activities associated with purified
foot-and-mouth disease virus

Results are presented which indicate that there
are ribonuclease activities associated with purified
foot-and-mouth disease virions. One ribonuclease
is located in the outer part of the virions and its
specific activity was variable, suggesting that it
was loosely attached and could be lost during
purification procedures. Moreover, the enzy-
matic activity was easily removable by detergent
or caesium chloride. The other ribonuclease had
a constant activity in all preparations tested and
was probably located inside the virus particle. This
enzyme could be the one responsible for the hete-
rogeneity usually observed in extracted foot-and-
mouth disease virus RNA.

GIRARD, H.C.; BAYRAMOGLU, O.; EROL, N.; BURGUT, A.
Texto en inglés. Bull. Off. int. Epiz. 87 (3-4): 201-217, 1977. (FMD Bull. Wellcome 17 (1): 2, 1978).

[Foot-and-Mouth Disease Institute, Ankara, Turkey}

Inactivacion del virus aftoso tipo O, por etil-

eneimina binaria

Los efectos negativos provocados por la forma-
lina utilizada para la inactivacién del subtipo O;
en la producciéon de vacunas en Turquia, sugirie-
ron la necesidad de realizar investigaciones sobre
la posibilidad de sustituir la formalina por otro
tipo de inactivante, utilizindose en las mismas
etileneimina binaria (EIB). No se presentd ningu-
na dificultad en ia preparacién de EIB por cicliza-
cion de hidrobromuro de 2-bromoetilamina en
condiciones alcalinas. Para la inactivacién se utili-
z6 1% de solucion de EIB a 37°C durante 24
horas. Se observo que (a EIB reacciond unicamen-
te en el ARN virico, sin afectar la integridad de la
capa proteica. Los antigenos inactivados con EiB
fueron almacenados durante tres meses a 4° C, sin
apreciarse deterioro alguno en su estabilidad. Se
realizaron pruebas de potencia en cobayos y en

Inactivation of O, foot-and-mouth disease virus
by binary ethyleneimine

The fact that the foot-and-mouth disease virus
subtype O, appeared to be adversely affected
by formalin inactivation during vaccine manu-
facture in Turkey led to an investigation of bina-
ry ethyleneimine (BEI} as an alternative inac-
tivant. No difficulty was experienced in pre-
paring BEI by cyclization of 2-bromoethylamine
hydrobromide under alkaline conditions. A 1%
solution of BE| at 37°C for 24 hours was used
for inactivation. It was shown that BE| acted only

~ on the viral RNA and did not affect the integrity

of the protein coat. No loss of stability was ob-
served in BEl-inactivated antigens stored for three
months at 4°C. Comparative potency tests of
BEl-inactivated and formalin-inactivated vaccines
were carried out in guinea pigs and cattle, using
direct challenge methods. The potency of the
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bovinos para comparar las vacunas inactivadas con
formalina con las inactivadas con EIB, empledndo-
se métodos de descarga directa. Los resultados de
estas comparaciones determinaron que {a potencia
de la vacuna inactivada con EIB era considerable-
mente superior.

BEl-inactivated vaccine was significantly higher
than that of the formalin-inactivated vaccines.

GRAVES, J.H.; McVICAR, JW.; YEDLOUTSCHNING, R.J.
Texto en inglés. Proc. ann. Mtg. U.S. Anim. Hith, Ass, 81: 256-263, 1977. (FMD Bull, Wellcome 17
{6): 29, 1978). [Plum Island Animal Disease Center, Greenport, New York 11944, US.A]

Revision de la reaccion del VIA en el diagndstico
de la fiebre aftosa

El antigeno asociado a la infeccidn virica (VIA)
es una proteina virica sin cdpside producida duran-
te la replicacion del virus y puede ser la misma que
la polimerasa del ARN virico. Puede obtenerse co-
mo un producto derivado de la purificacién del vi-
rus. Por consiguiente, el antigeno ViA concentra-
do puede utilizarse para determinar el anticuerpo
al virus aftoso. La prueba ha sido practicada en los
Estados Unidos de América para examinar mues-
tras séricas de animales de caza que iban a ser im-
portados a dicho pais. En los Gltimos 18 meses se
han examinado muestras de 150 rumiantes proce-
dentes de un zoolégico. Muestras extraidas de dos
bongos resultaron positivas al VIA. La prueba
VIA sirve igualmente para determinar si un animal
vacunado con virus inactivado ha podido estar ex-
puesto subsiguientemente al virus aftoso y haber
contrafdo la enfermedad.

JAMES, AD.; ELLIS, P.R.

Review of the VIA reaction in diagnosis of foot-
and-mouth disease

The virus infection-associated (VIA) antigen
is a non-capsid viral protein produced during
virus replication and may be the same as the vi-
rus RNA polymerase. It may be obtained as a
by-product of the purification of the virus. Con-
centrated VIA antigen can then be used for as-
say of foot-and-mouth disease virus antibody.
The test has been used in the United States to
assay serum samples from game animals intended
for import to that country. During the last 18
months, samples from 150 zoo ruminants were
tested. Samples from two bongos were positive
for VIA. The VIA test has also made it possible
to determine if an animal vaccinated with inac-
tivated virus vaccine may have subsequently been
exposed to and infected with foot-and-mouth
disease virus.

Texto en inglés. Br. vet. J. 134 (1): 47-62, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (2): 5, 1978). [Veteri-
nary Epidemiology and Economics Research Unit, Dept. of Agriculture and Horticulture, University of

Reading, Reading, England]

Anélisis de beneficios/costo en los programas de
control de la fiebre aftosa

El costo cada vez mayor del control de la fiebre
aftosa y la creciente necesidad de erradicar la en-
fermedad, exigen un anélisis riguroso del valor eco-
némico de los proyectos de control mediante téc-
nicas de analisis de beneficios/costo, capaces de

Benefit-cost analysis in foot-and-mouth disease
control programs

The increasing costs of foot-and-mouth dis-
ease control and increased need to eradicate the
disease call for a more rigorous analysis of the
economic value of control projects by the use of
benefit-cost analysis techniques. This necessitates
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predecir el efecto de un determinado programa de
control sobre la incidencia de aftosa. Esto puede
ser muy complejo; por ejemplo, los animales debi-
damente vacunados estarian protegidos y, al haber
menos animales portadores de la enfermedad, la
incidencia de la misma en animales no vacunados
fuera del area de vacunacion, disminuiria. Para
evaluar los beneficios de las medidas de control en
la produccion de animales afectados es necesario
determinar los efectos mds variables de la enferme-
dad, incluyendo !a tasa de mortandad (generalmen-
te baja), disminucién en la produccidn de leche
{normalmente significativa), infertilidad, abortos,
retrasos en el desarrollo hasta alcanzar el peso re-
querido para el sacrificio, reducida eficacia en la
conversion de alimentos y cojera. Estas pérdidas
en la produccién pueden ser importantes, y un es-
tudio realizado en India revelé una proporcién be-
neficio/costo comprendida entre 5:1 y 8:1. Las
técnicas de anilisis de beneficio/costo convencio-
nales no reflejan enteramente el hecho de que los
beneficios obtenidos mediante el control de la fie-
bre aftosa mejorarian los sistemas de produccidn,
con el subsiguiente provecho para el desarrollo
agricola.

the prediction of the effect of a control program
on the incidence of foot-and-mouth disease. This
may be complex as, for example, properly vac-
cinated animals will be protected and, because
there will be fewer infected animals to spread
the disease, the incidence of disease in unvac-
cinated animals outside the vaccination zone
will be reduced. To evaluate the benefits of
control measures on the production of affected
animals, it is necessry to determine the very vari-
able effects of the disease including mortality
rate (usually low), reduction in milk production
(usually significant), infertility, abortion, delays in
attainment of slaughter weight, reduced food
conversion efficiency and lameness. Such pro-
duction losses can be serious and a study in India
resulted in a benefit-cost ratio of between 5:1 and
8:1. The standard benefit-cost analysis techniques
do not fully reflect the fact that the benefits of
controlling foot-and-mouth disease will create
permanent improvements in livestock production
systems with concomitant aid to agricultural
development, '

LOBO, C.A.; HANSON, R.P.: GUTIERREZ, A.; BELTRAN, L.E.
Texto en inglés. Bull. Off. int. Epiz. 85 {11-12): 1075-1 104, 1976. (FMD Bull. Wellcome 17 (1): 1,
1978). [Instituto Colombiano Agropecuario, Apartado Aéreo 29743, Bogotd, Colombia]

Deteccion serolbgica de la infeccion aftosa contrai-
da naturalmente en bovinos y porcinos

Se han comparado diferentes métodos para la
preparacion de antigeno asociado a la infeccion vi-
rica {(VIA). El antigeno “purificado” preparado
por filtraciébn en DEAE-Sephadex A-50 no mani-
festd ningln tipo de ventajas sobre el antigeno
"crudo” preparado con técnicas menos costosas de
precipitacién con sulfato de amonio y polietilengli-
col. Se estudid la respuesta de los anticuerpos al
antigeno VIA en bovinos y porcinos de varias gran-
jas. La prueba de inmunodifusién en gel de agar
fue utilizada para identificar los anticuerpos anti-
VIA en mds del 40% de bovinos muestreados a los
8 v 9 meses postinfeccion, y en un 50% de porci-
nos muestreados a {os 6 meses postinfeccién. La

Serological detection of natural foot-and-mouth
disease infection in cattle and pigs

Methods for the preparation of foot-and-mouth
disease virus infection-associated (VIA) antigen
were compared. “Purified” antigen, prepared
by filtration through DEAE-Sephadex A-50 did
not appear to have any significant advantage over
‘crude’ antigen prepared by the less expensive
technique of precipitation with ammonium sul-
phate and polyethylene glycol. The antibody
response to VIA antigen was studied in cattle
and pigs from several farms. Anti-VIA antibod-
ies were identified, using the agar gel diffusion
precipitation test, in over 40% of cattle sampled
at B and 9 months after foot-and-mouth disease
infection, and in 50% of pigs sampled at 6 months
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elevada prevalencia de este anticuerpo después de
ia infeccién clinica indicd que la prueba de inmu-
nodifusion en gel de agar es una medida confiable
de infeccion en animales individuales durante los
dos primeros meses después de infectados. No se
pudo determinar la existencia de anticuerpos des-
pués de los 8 a8 9 meses en bovinos, y 10 meses en
porcinos. La vacunacién reiterada utilizando vacu-
nas inactivadas con formaldeido no afect el desa-
rrollo de anticuerpos VIA.

post-infection. The high prevalence of this anti-
body following clinicai FMD indicated that the
agar gel diffusion precipitation test was a reliable
measure of infection in individual animals within
the first two months after infection. Antibody
persistence could not be determined beyond 8 to
9 months for cattle and 10 months for pigs. Re-
peated vaccination with formaldehyde-inactivated
vaccines did not interfere with the development of
VIA antibody.

McVICAR, J.W.; McKERCHER, P.D.; GRAVES, J.H.

Texto en inglés. Proc. U.S. Anim. Hith Ass. 80:

254-261, 1976. (FMD Bull. Wellcome 17 (5): 22,

1978). [Plum Island Animal Disease Center, Greenport, New York 11944, U.S.A]

Influencia del virus de la rinotraqueitis infecciosa
bovina sobre portadores de fiebre aftosa

Se intentd inducir la transmisién de fiebre af-
tosa exponiendo bovinos portadores, en contac-
to con ganado susceptible, al virus de la rinotra-
queitis infecciosa bovina (IBR). Asimismo, ani-
males portadores de fiebre aftosa, previamente
infectados con virus IBR fueron mezclados con
bovinos susceptibles y sometidos a una serie de
inyecciones con cortico-esteroides. En ninguno
de ambos experimentos se evidenci6 transmision
de fiebre aftosa de un portador a un animal sus-
ceptible.

MORGAN, D.O.; McKERCHER, P.D.
Texto en inglés. Proc. ann. Mtg. U.S. Anim. Hith
{6): 28, 1978). [Plum Island Animali Disease Center,

Respuesta inmunitaria de cerdos recién nacidos
frente a la vacuna de virus aftoso inactivado con
adyuvante oleoso. 1. Influencia del anticuerpo
calostral

Se vacunaron lechones lactantes nacidos de cer-
das vacunadas y sin vacunar, con una vacuna de
virus aftoso inactivado a la que se incorporé una
emulsién de adyuvante oleoso. La respuesta inmu-
nitaria de los lechones nacidos de cerdas no vacu-
nadas y que fueron vacunados a los 28 dias fue
similar a la observada en cerdos adultos. No fue

The influence of infectious bovine rhinotracheitis
virus on the foot-and-mouth disease carrier state

An attempt was made to induce transmission
of foot-and-mouth disease by exposing carrier
cattle to infectious bovine rhinotracheitis (IBR)
virus while they were in contact with susceptible
cattle. In addition, foot-and-mouth disease carrier
animals previously infected with I1BR virus were
mixed with susceptible cattie and stressed by a
series of injections with corticosteroids. Trans-
mission of foot-and-mouth disease virus from the
carrier animal to susceptible cattle was not dem-
onstrated in either experiment.

Ass. 81: 244-255, 1977. (FMD Bull. Wellcome 17
Greenport, New York 11944, US.A.]

Immune response of neonatal swine to inactivated
foot-and-mouth disease virus with oil adjuvant.
1. Influence of colostral antibody

Suckling piglets from both foot-and-mouth
disease vaccinated and non-vaccinated sows were
vaccinated with inactivated foot-and-mouth dis-
ease vaccine incorporating an oil emulsion ad-
juvant. The immune response of piglets born
to non-vaccinated sows and vaccinated at 28
days old was similar to that observed in aduit
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posible determinar anticuerpos neutralizantes en el
suero de lechones nacidos de cerdas vacunadas an-
tes de comenzar la lactancia. El anticuerpo neutra-
lizante adquirido mediante la ingestion del calostro
no obstruyé la respuesta inmunitaria de los lecho-
nes lactantes frente a la vacunacién.

NUNES, P.

swine. Neutralizing antibodies could not be dem-
onstrated in the serum of piglets born to vacci-
nated sows prior to the commencement of suck-
ling. Neutralizing antibody acquired through in-
gestion of colostrum did not block the immune
response of suckling piglets to vaccination.

Texto en inglés. Br. vet. J. 134: 23-27,1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (3): 12, 1978). [Coordena-
dor CCFA, Edificio Embaixador, 4° andar SC2, 70000, Brasilia - DF, Brasil]

Plan nacional para el control de la fiebre aftosa en
Brasil

El Plan Nacional Brasilefio para el Control de la
Fiebre Aftosa se inicié6 en 1963. La vacunacion
sistematica del ganado comenzé a practicarse en
1966 en el estado de Rio de Grande do Sul. El
Plan se estd desarrollando en cuatro etapas. En la
primera de ellas se vacunaron 11 estados, comple-
tandose el primer territorio en 1974. La segun-
da etapa, comenzada en 1973, ampliara el nd-
mero de estados integrados dentro del drea de
control. En 1975 se produjeron 214 millones
de dosis de vacuna trivalente. Se estd ejerciendo
una creciente presion sobre la necesidad de un
control de calidad efectivo y estricto sobre las
vacunas, y un Decreto promulgado en 1976 obli-
ga a los productores a practicar este control de
calidad en el 100% de su produccion anual, in-
dependientemente del control oficial ejercido
por las autoridades gubernativas.

PIRES PRADO, J.A.; KASSICK, V.V.

National Plan for the control of foot-and-mout[\
disease in Brazil

The Brazilian National Plan for the Control
of Foot-and-Mouth Disease was initiated in 1963.
Systematic vaccination of cattle began in 1966 in
the state of Rio Grande do Sul. The plan involves
four stages. The first entailed vaccination in 11
States and one Territory was completed in 1974,
The second stage, which commenced in 1973 will
bring further states within the foot-and-mouth
disease control area. Some 214 million trivalent
doses of vaccine were produced in 1975. Great
stress is being laid on the need for effective quality
control of vaccines and a Decree of 1976 makes
it obligatory for vaccine manufacturers to quality
control 100% of their output within a one-year
period. This is in addition to the official control
of vaccines carried out by the Government author-
ities.

Texto en portugués. Bol. IPVDF (Guaiba) 4 21-31, 1977. (FMD Bull, Wellcome 17 {6): 26, 1978).
[Desiderio Finamor Institute for Veterinary Research, Caixa Postal 2076, Porto Alegre, Rio Grande do

Sul, Brasil]

Comportamiento antigénico de un subtipo de vi-
rus aftosc en una poblacién parcialments inmu-
ne

Se realiz6 un estudio sobre muestras de virus
de! tipo A aislado en el estado de Rio Grande do
Sul, entre 1972 y 1975. Para los estudios compa-
rativos se utilizd como referencia la cepa A4

Antigenic behaviour of a subtype of foot-and-
mouth disease virus in a partially immune popula-
tion

A study has been made of samples of foot-and-
mouth disease viruses of type A isolated during
1972 to 1975 in the state of Rio Grande do Sul.
The A, 4 Cruzeiro strain was used as a reference
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Cruzeiro. Los virus aislados durante 1972-1974
no parecieron presentar grandes diferencias en-
tre si' ni con la cepa de referencia. El virus ais-
lado en 1975 (A Uruguaiana/75) pareci6 diferir
del A4 Cruzeiro (R=29%). Una segunda cepa
aislada el mismo afio (A Alegrete/75) present6
una marcada diferencia con el A Uruguaiana
(R=27%) y el A4 Cruzeiro (R=13%). Se con-
cluy6 que se producian lentos cambios en el ca-
racter antigénico de los tipos viricos y que ello
se debia al pasaje del virus en animales parcial-
mente inmunes.

strain in comparative studies. Virus isolated dur-
ing 1972-1974 appeared to differ only slightly
amongst themselves and from the reference
strain. Virus isolated in 1975 (A Uruguaiana/75)
appeared to differ from the A,4 Cruzeiro virus
(R=29%). A second strain isolated in the same
year (A Alegrete/75) appeared to be very differ-
ent from A Uruguaiana (R=27%) and from A, ,
Cruzeiro (R=13%). It was concluded that slow
changes in the antigenic character of type viruses
occurred and that this was characteristic of the
passage of virus in partially immune animals.

PRASAD, S.; SHARMA, V.K.; RAMAKANT, K.; AHUJA, K.L.; SINGH, B.
Texto en inglés. Vet Rec. 102 (16): 363-364, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (4): 1978). [Dept.
Veterinary Bacteriology and Hygiene, Haryana Agricultural University, Hissar - 125004, Haryana, india]

Aislamiento de virus aftoso a partir de yakos

Se notifica la ocurrencia de fiebre aftosa en
yakos (Bos mutus grunniens) en un drea de la India
donde esa especie es doméstica. El brote se regis-
tré simultineamente en yakos y bovinos. De una
poblacién total de 60 yakos, 10 resultaron afecta-
dos, mientras que los ovinos y caprinos de las zo-
nas circundantes no fueron afectados. En un novi-
llo infectado se aislé virus aftoso del tipo O. Tan-
to los bovinos como los yakos parecieron ser sus-
ceptibles a este tipo de virus.

RAVAIOLI, L.; ORFEIl, Z.; CEl, L.; BAREL,S.

Isolation of foot-and-mouth disease virus from
yakos

The occurrence of foot-and-mouth disease in
yaks (Bos mutus grunniens) in an area of India
where this species is domesticated is reported.
The outbreak was reported simultaneously in
yak and cattle. Of a total of 60 yaks, 10 were
affected. Sheep and goats in the same vicinity
were not affected. Foot-and-mouth disease virus
of type O was isolated from an infected steer. It
appeared that cattle and yaks were equally sus-
ceptible to virus of this type.

Texto en italiano. Arch. vet. Ital. 28 (5-6): 185-186, 1977. (FMD Bull, Wellcome 17 (2): 8, 1978).

Pruebas de potencia realizadas con una serie de
vacunas antiaftosas en la fecha de su caducidad

Dentro de una serie de estudios realizados ex-
perimentalmente y en el campo, relacionados con
el brote aftoso del tipo C registrado en algunas zo-
nas de ltalia en 19768, se llevaron a cabo varias
investigaciones sobre la potencia de una vacuna

Potency tests on a series of foot-and-mouth disease
vaccine at its expiry date

As part of a series of laboratory and field
studies connected with the outbreak of type
C foot-and-mouth disease which occurred in
some parts of ltaly in 1976, checks were made
on the potency of trivalent vaccine used 12
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trivalente utilizada 12 meses después de producida
y conservada a 5°C. Se realizaron pruebas directas
de descarga en bovinos con la cepa de produccién
C Brescia 1964. La vacuna, que contenia un valor
DPs, de 32 en la primera prueba después de su
produccién, presentd un valor DPs, de 14,4 a
los 12 meses de conservacién entre 6 y 7°C. Este
Ultimo valor supera ampliamente el nivel de pro-
teccion exigido por la actual legislacion italiana
(8 DPsy). La cepa virica asociada con los brotes
de 1976 en ltalia habia previamente mostrado
cierta semejanza con la cepa de vacuna C Brescia
1964 utilizada en las pruebas.

months after manufacture and stored at 5°C.
Direct tests were carried out in cattle using the
C Brescia 1964 production strain for challenge
infection. Vaccine which had a PDs, value of
32 when first tested after manufacture had a
PDso of 14.4 after storage for 12 months at 5
to 7°C. This latter value is well in excess of the
potency level demanded by the current lItalian
regulations {8 PDs,). The virus strain associated
with the outbreaks in Italy in 1976 had previ-
ously been shown to be similar to the C Brescia
1964 vaccine strain used in the tests.

REINHARDT, G.; CONTRERAS, P.; GONZALEZ,S.; FOLCH, H.
Texto en espafiol. Arch. Med. vet. 9 (1): 18-22, 1977. (FMD Bull. Wellcome 17 {6): 28, 1978).
[Fac. Ciencias Univ. Autral de Chile, Casilla 567, Valdivia, Chile]

Reacciones de hipersensibilidad en vacunacion
antiaftosa. |. Manifestaciones clfnicas

Se comunica la presencia de reacciones de
hipersensibilidad en bovinos en Chile, después
de haber sido vacunados contra la fiebre aftosa.
En la mayoria de los casos, los signos clinicos
aparecieron a las dos o tres semanas postvacu-
nacién, presentando un aspecto ulcerativo con
una leve secrecidn viscosa de color amariliento.
Se tomaron muestras de sangre para realizar un
hemograma, que revelé oesinofilia y leucopenia.
La inoculacién intradérmica en animales enfer-
mos o terneros lactantes de madres enfermas
produjo reacciones infiamatorias. El examen
histopatoldogico reveld una inflamacion subepi-
telial e infiltrade perivascular con eosinéfilos y
presencia de células cebadas degranuladas, no
observindose necrosia vascular. Se concluyé
que las reacciones alérgicas observadas son de-
bidas a una reaccidn compleja que presenta ca-
racteristicas de hipersensibilidad inmediata, tar-
dia, y mediada por un complejo antigeno-an-
ticuerpo. Los animales se recuperaron espon-
tineamente hacia los 80 dias postvacunacién.
El tratamiento con antihistaminas no pareci6
producir efecto alguno.

Hypersensitivity reactions against foot-and-mouth
disease vaccine. |. Clinical aspects

Several cases of hypersensitivity following
vaccination against foot-and-mouth disease have
been reported in Chile. In most cases clinical
signs appeared at two to three weeks following
vaccination and consisted of ulcerative lesions
on the skin with yellowish, viscous secretions.
Examinations of the blood picture revealed
eosinophilia and leucopenia. Intradermal inoc-
ulation of sick animals or calves suckling from
sick mothers resulted in an inflammatory reac-
tion. Biopsy revealed subepithelial inflamma-
tion and cellular infiltration with eosinophils
and degranulated mast cells. No vascular nec-
ropsy was observed. It was concluded that the
allergic reactions observed were of a complex
nature involving reaginic antibodies, cellular
mediation and antigen-antibody mediation. The
animals involved recovered spontaneously by
80 days post-vaccination. Treatment of affect-
ed animals with antihistamines appeared to have
no effect.
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ROBSON, K.J.H.; HARRIS, T.J.R.; BROWN, F,

Texto en inglés. J. gen. Virol. 37: 271-276, 1977. (FMD Bull. Wellcome 16 (12): 74, 1975). [Ani-
mal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Evaluacion por hibridacidn competitiva de la se-
cuencia de homologia entre los ARNs de los siete
serotipos de virus aftoso

Se ha realizado una comparacién entre los
ARNs de los siete serotipos de virus aftoso por
hibridacion competitiva. La homologia entre los
tres serotipos europeos A, O y C y el serotipo Asia
1 fue de 60 a 70%. Homologias similares fueron
halladas entre los tres virus del tipo SAT, mientras
que la homologia entre fos dos grupos resulté mu-
cho mds baja (25 a 40%). La homologia entre los
ARNs de los subtipos en los tipos A y O fue supe-
rior a 70%. Los experimentos de competicién do-
ble realizados con los tipos europeos indicaron
que éstos comparten las mismas secuencias nucled-
tidas.

RWEYEMAMU, M.M.

An assessment by competition hybridization of
the sequence homology between the RNAs of
the seven serotypes of foot-and-mouth disease
virus

A comparison has been made of the RNAs of
the seven serotypes of foot-and-mouth disease
virus by competition hibridization. Homology
between the three European serotypes, A O and
C, and the Asia 1 serotype was 60 to 70%. Similar
homologies were found amongst the three SAT
virus types, but homology between the two groups
was much lower {25 to 40%). Homology between
the RNAs of subtypes within types A and O was
greater than 70%. Double competition experi-
ments with the European types indicated a sharing
of nucleotide sequences.

Texto en inglés. Br. vet. J. 134 (1): 63-67, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (2): 6, 1978). [Wellcome
Foot-and-Mouth Disease Vaccine Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey, England]

La seleccién de cepas de vacuna del virus aftoso

El principal factor a tener en cuenta en la selec-
cion de cepas de vacuna de virus aftoso para la pro-
duccién de una vacuna, es una correcta especifi-
cidad serologica. En este trabajo se discuten algu-
nos de los métodos empleados para la evaluacién
serolégica de las cepas de vacuna. Se pone de re-
lieve que los valores r obtenidos utilizando anti-
cuerpos a las cepas de vacuna se prefieren como
base para dicha evaluacion en vez de los produc-
tos de reactividad cruzada (Valores R). Los sis-
temas basados en la reaccién de la neutralizacion
virica parecen ser mds apropiados para la evalua-
cion de la.cepa de vacuna, que los que se basan
en la reaccion de fijacibn de complemento. Se
presenta una relacion entre los valores r obteni-
dos en las pruebas de neutralizacién vy las diferen-
cias entre potencias homélogas de las vacunas. La

The selection of vaccine strain of foot-and-mouth
disease virus

Correct serological specificity is the first con-
sideration in the selection of a foot-and-mouth
disease virus strain for vacine production. In
this paper, some of the methods employed in
serological evaluation of vaccine strains are dis-
cussed. It is stressed that r values obtained using
antisera to the vaccine strains are preferred as a
basis for evaluation rather than the cross-reac-
tivity products (R values). Systems based on
the virus neutralization reaction appear to be
more relevant to the evaluation of vaccine strains
than those based on the complement fixation
reaction. A relationship between r values ob-
tained in the neutralization test and differences
in homologous potencies of vaccines is presented.
The vaccine strain must also be capable of ef-
fective, rapid growth in the cell system employed
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cepa de vacuna debe igualmente tener capacidad
para desarrollarse efectiva y rapidamente en el sis-
tema celular empieado para la produccién de la va-
cuna. Ei antigeno virico producido debe contener
una elevada proporcién de antigeno inmunizante
(cépside intacto) y tiene que permanecer estable
después de inactivada la infectividad virica. El an-
tfgeno debe inducir una inmunidad protectora ade-
cuada en los animales vacunados cuando estd in-
cluido en la formulacién de la vacuna, y necesita
un perfodo de validez no menor de un afio a tem-
peraturas de refrigeracién, en el mismo estado en
que fue formulado. El autor concluye que fa ade-
cuada identificacién y seleccién de cepas viricas es
un factor de gran importancia dentro del proceso
de produccion de una vacuna eficaz. ‘

SOLYOM, F.; SZENT-IVANYI, M.; DEAK, F.

Texto en hingaro. Mag. Allatorv. Lap. 33 (2):

1978). [1107 Budapest, Szallas, U. 5/7, Hungary]

Evaluacién de las vacunas aftosas de los tipos
Waldmann y Frenkel. 1. Estudio en porcinos

Se han estudiado las respuestas del anticuer-
po neutralizante de cerdos frente a una o dos
vacunaciones con vacunas antiaftosas Waldmann
o Frenkel, y comparado con las respuestas registra-
das en cerdos después de infectados experimental-
mente. Se determinaron los niveles de anticuerpos
a las 4 y 8 semanas después de la primera vacuna-
cién y 2 semanas después de la segunda vacuna-
cién. ‘Los niveles de las respuestas del anticuerpo
neutralizante registrados después de la infeccién
experimental fueron los méds elevados. No hubo
una diferencia significativa entre las respuestas de
los cerdos inoculados con una dosis bovina de va-
cuna Waldmann y los cerdos inyectados con la va-
cuna Frenkel dos veces, con tres dosis bovinas cada
una. Las descargas experimentales indicaron que
30 a b0% y 20 a 42% de los cerdos estaban inmu-
nizados a las 4 y 8 semanas siguientes a {a primera
vacunacion respectivamente. La inmunidad alcan-
26 un 70-83% 2 semanas después de la revacuna-
cién. La severidad de la infeccion experimental
estaba directamente relacionada con el nivel de
anticuerpos neutralizantes detectados.

for vaccine production. The virus antigen pro-
duced must contain a high proportion of im-
munizing antigen (intact capsid) and this must
be stable after inactivation of virus infectivity.
The antigen must be capable of provoking ade-
quate protective immunity in vaccinated ani-
mals when formulated into vaccine and must
have a shelf-life of at least one year at refrigera-
tion temperatures in the formulated state, The
author concludes that the selection and identi-
fication of virus strains suitable for vaccine man-
ufacture is an integral part of the production of
effective vaccines.

96-102, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 {5): 22,

Evaluation of Waldmann and Frenkel type foot-
and-mouth disease vaccines. |l. Studies on swine

The neutralizing antibody responses of pigs
to one or two vaccinations with Waldmann or
Frenkel foot-and-mouth disease vaccines have
been studied and also compared with the re-
sponses of pigs following experimental infec-
tion with the disease. Antibody levels were
determined at 4 and 8 weeks after primary vac-
cination and at 2 weeks after secondary vac-
cination. The highest neutralizing antibody re-
sponses were observed following experimental
infection. There was no significant difference
between the antibody responses of pigs given
one bovine dose of Waldmann vaccine and that
of pigs given two vaccinations with Frenkel vac-
cine each of three bovine doses. Challenge ex-
periments indicated that 30 to 50% and 20 to
42% of pigs were immune at 4 and 8 weeks re-
spectively following a single vaccination. Im-
munity reached 70-83% at 2 weeks following
a revaccination. The severity of experimental
infection was directly related to the levels of
neutralizing antibodies detected.
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SPIER, R.E.; WHITESIDE, J.P.; BOLT, K.

Texto en inglés. Biotech. Bioeng. 19: 1735-1738, 1977. (FMD Bull. Welicome 17 (2): 10, 1978).
[Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Tripsinizacion de monocamadas celulares BHK 21
cultivadas en dos unidades de proceso a gran escala

La operacion de las unidades de proceso a la es-
cala de 100L incluye la preparacién de in6culos
conteniendo 10'® células de monocapa. Normal-
mente dicho indculo se prepararia mediante trip-
sinizacion de 100 botelias Roux. Esto no es prac-
tico debido a las multiples operaciones que este
proceso lleva consigo (abrir, cerrar y verter 1.100
botellas), lo cual presenta un riesgo de contamina-
cién inaceptable, suponiendo ademds, una conside-
rable pérdida de tiempo y esfuerzo. Esta ponencia
describe los métodos utilizados para cosechar un
propagador a esferas de cristal de 10L y un cul-
tivo de DEAE-Sephadex A50 de 8L. EIl primero
se cosecha utilizando una mesa vibratoria para
impartir movimiento a las esferas de cristal en
la presencia de tripsina. En el segundo se arran-
can las células tripsinizadas de las esferas DEAE-
Sephadex ABQ, forzando la suspensién de células
y esferas a través de un tubo capilar estrecho.

TRAUTMAN, R.; BENNETT, C.E.

Trypsinization of BHK 21 monolayer cells grown
in two large-scale unit process systems

The operation of unit process systems at the
100L scale involves preparation of inocula con-
taining 10'® monolayer cells. Conventionally,
such an inoculum would be prepared by the tryp-
sinization of 100 Roux bottles. This is impractical
because of the multiple operations (1,100 bottle
openings, closings and pourings) introduce an
unacceptable risk of contamination and also
require the expenditure of considerable time and
effort. This paper describes the methods used to
harvest a 10L glass sphere cell propagator and an
8L DEAE-Sephadex A50 culture. The former is
harvested using a vibrating table to impart some
movement to the glass spheres in the presence
of trypsin; the latter involves the stripping of
trypsinized cells from the DEAE-Sephadex AbL0
beads by forcing the bead/cell suspension through
a narrow-bore capillary tube.

Texto en inglés. Biophys. J. 21 (3): 156, 1978 (Abstract only). (FMD Bull. Wellcome 17 (5): 23,
1978). [Plum Island Animal Disease Center, Greenport, New York 11944, US.A.]

Bioensayos de neutralizacién y protecciébn para el
virus aftoso

Se ha comprobado que las pruebas de protec-
cién /n vivo y neutralizacién /n vitro en ratones
lactantes dan medidas equivalentes de concentra-
ciones de anticuerpo aftoso. Se dedujo que la por-
cion linear de la funcién del punto final virico
frente al punto final sérico dio en ambas pruebas
un coeficiente angular unitario para IgM bovino,
y una curva de 2 a 3 para los anticuerpos igM. Las
mds altas concentraciones de suero requeridas en
la prueba de seroproteccion para obtener resulta-
dos equivalentes a los obtenidos en la prueba de
neutralizacion, respondieron principalmente a la
mera dilucion del suero por el ratén. El periodo

Neutralization and protection bioassays for foot-
and-mouth dissase virus

In vivo protection and /n vitro neutralization
tests in suckling mice have been shown to be
equivalent measures of foot-and-mouth disease
antibody concentration. It was deduced that
the linear portion of the virus endpoint versus
serum endpoint function for both assays had
unit slope for bovine IgM and a slope of 2 to 3
for IgM antibodies. The higher serum concentra-
tion required in the mouse protection test for
equivalent results to the neutralization test was
accounted for mainly by the simple dilution of
serum by the mouse. The period between the
administration of serum and of virus influenced
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transcurrido entre la administracion del suero y
del virus afect6 adversamente las pruebas de sero-
proteccién cuando dicho periodo fue menor de 6
horas, aunque no se observo ningun efecto subsi-
guiente entre las 6 y 120 horas.

WATSON, J.

the mouse protection tests adversely if it was
less than about 6 hours but had no subsequent
effect between 6 and 120 hours.

Texto en inglés. Vet. Rec. 102: 187-190, 1978. (FMD Bull. Wellcome 17 (3): 11, 1978). [Ministry
of Agriculture, Fisheries and Food, Hook Rise South, Tolworth, Surbiton, Surrey, England]

Control de la fiebra aftosa en Gran Bretana

El principio esencial para el control de la fiebre
aftosa estriba en una estricta politica de importa-
cién. En Gran Bretaia estd prohibida la importa-
cion de ganado sin una licencia para tal efecto, que
las Autoridades despachan sélo cuando cuentan
con las garantias suficientes de que no existe riesgo
de contaminacion para el ganado nacional. Asimis-
mo, existen requisitos especiales para la importa-
cion de carne y sus productos derivados. A pesar
de estas medidas, es vital una vigilancia constante
para evitar cualquier posibilidad de contaminacion.
Todo propietario de un animal afectado o sospe-
choso de haber contraido la enfermedad, debe no-
tificarlo a la policia, que a su vez se encarga de no-
tificar el hecho a las autoridades veterinarias perti-
nentes, aplicindose inmediatamente medidas de
emergencia y restriccion del movimiento. Se to-
man muestras de los animales sospechosos, que se
envian al A.V.R.l. en Pirbright para su estudio. Si
se confirma la presencia de la enfermedad, las me-
didas de emergencia se extienden a un radio de 10
millas alrededor de los locales infectados, practi-
cindose inmediztamente las diligencias oportunas
para tasar, sacrificar y eliminar todos los animales
susceptibles de la zona infectada. Se constituye un
Centro de Control para supervisar los brotes en ca-
da adrea afectada. Este Centro se responsabiliza
igualmente del contro! del movimiento de ganado
en las zonas circundantes, con el fin de detectar
cualquier posible dispersién de la enfermedad. Las
restricciones se aplican igualmente a la leche, pro-
ductos lacteos, estiércol, etc.

The control of foot-and-mouth disease in Great
Britain .

The first essential in the control of foot-and-
mouth disease is a sound importation policy.
In Britain, imports of farm livestock are prohib-
ited except under license and licenses are issued

only when the Authorities are satisfied that
there is no risk to the national herd. Special
importation requirements are applied to meat

and meat products. In spite of these measures
constant alertness to the possibility of the dis-
ease is still vital. Anyone with an animal affect-
ed with or suspected of having the disease must
notify the police. The appropriate veterinary
authorities are then notified and emergency
movement restrictions are applied. Samples
from the suspect animals are sent to A.V.R.I,,
Pirbright for testing. |f the disease is confirm-
ed then the standstill order is extended to a
radius of 10 miles around the infected prem-
ises. |Immediate arrangements are made to val-
ue, slaughter and dispose of all susceptible ani-
mals on the infected place. A Control Center
is set up to supervise outbreaks in each infect-
ed area. This Center also has responsibility for
livestock movements' around an infected place
and for tracing possible spread of infection.
Mitk, milk products, manure, slurry, etc are all
subject to restrictions.
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