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ACTUALIZACION DE CEPAS DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA
DE IMPORTANCIA EPIDEMICLOGICA EN AMERICA DEL SUR!

A. Alonso F.?, R. Casas Olascoaga®, V.M. Astudillo?,
M.S. Sondahl?, Ivo Gomes?, Y.L. Vianna Filho?

RESUMEN

La alta variabilidad de la fiebre aftosa, debida
entre otros factores a la recombinacion genética
v a la presion selectiva de los anticuerpos en dreas
con vacunacion sistemdtica, hace que una cepa de
virus ocasione una (nica onda epidémica. Por lo
tanto, la lista de subtipos debe ser actualizada pe-
riédicamente para eliminar los que no actian mds
en el campo. Los laboratorios de diagndstico han
de apoyar a las campafias de control de la enferme-
dad relacionando antigénica e inmunogénicamente
las cepas de campo con las usadas en la produccion
de la vacuna. La cobertura de las cepas vacunales,
ademds, es de suma utilidad e interés para los ban-
cos de vacunas. Una prueba recomendable para es-
te tipo de estudio es la expectativa porcentual de
proteccion (EPP) a partir de la seroproteccién
realizada con sueros de bovinos vacunados y reva-
cunados. Una EPP inferior al 76% en sueros de bo-
vinos revacunados es indicacion de baja protec-
cion en el campo.

INTRODUCCION

La fiebre aftosa es producida por un virus de la
familia Picornaviridae y, debido a sus propiedades
fisico-quimicas, estd clasificado en el género
Aphtovirus. Dentro de ese género han sido identifi-
cados siete serotipos inmunoldgicos (Q, A, C,SAT,,
SAT,, SAT; y Asiay), los cuales no proporcionan
proteccion cruzada entre si.
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Debido a su alta capacidad de mutacién, cada
serotipo agrupa varios subtipos que se caracterizan
por presentar diferencias inmunogénicas entre si.
Los subtipos son representados por cepas aisladas
de focos, brotes u ondas epidémicas, que poseen
caracteristicas antigénicas e inmunogénicas seme-
jantes. Para evitar errores de identificacion, la de-
nominacion de una cepa debe incluir el serotipo, el
subtipo del virus, el lugar y el aiio de aislamiento.

VARIABILIDAD DEL VIRUS
EN LAS AREAS ENDEMICAS

L.a alta capacidad de variacion del virus de la fie-
bre aftosa se debe a la elevada tasade mutacién (7),
a la recombinacion genética (5} y a la accion selec-
tiva de los anticuerpos a la replicacion del virus en
los animales parcialmente inmunes (4). Estos pro-
cesos originan cambios en la secuencia de los nu-
cledtidos, los cuales induciran modificaciones en los
polipéptidos del capside. Todo esto hace que cada
cepa esté compuesta por una poblacion de virus
con diferentes genomas.

Los cambios de los nucledtidos pueden ser de-
tectados por técnicas bioquimicas, como mapas
RNase T, resistentes {2}, mientras que las modifi-
caciones de la secuencia de los aminoacidos, cuan-
do localizados en las determinantes antigénicas,
son detectadas por pruebas antigénicas e inmuno-
génicas (7, 6, 8) o mediante el secuenciamiento de
los aminoacidos de la proteina viral (3).

Para los programas de control de la fiebre afto-
sa, los cambios en ia antigenicidad e inmunogenici-
dad de los virus en el campo son de suma impor-
tancia, ya que el grado de proteccion de ia pobla-
cion vacunada depende de la calidad de la vacuna
aplicada y de la homologia entre la cepa vacunal y
la de campo. Estos cambios también repercuten en
la produccion y control de la vacuna y en el
diagnéstico.
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La alta contagiosidad de la fiebre aftosa, unido
a la elevada capacidad de variacion del virus, hacen
que el éxito de los programas de control dependa
en primer lugar de la eficiencia de la vigilancia epi-
demioldgica en detectar los focos, recolectar mues-
tras e impedir 1a difusion de la enfermedad. Este
hecho es de vital importancia en los paises con
explotaciones extensivas y de alta movilizacién de
animales, o que facilita enormemente la propaga-
cion del virus. El laboratorio de diagnéstico junto
con el de control de calidad de la vacuna deberan
indicar las caracteristicas antigénicas de la cepas
de campo, la cobertura inmunologica de las cepas
vacunales y la potencia de las vacunas.

Los estudios de caracterizaciébn antigénica del
virus de campo y el analisis de la cobertura de las
cepas vacunales frente a los virus de campo con im-
portancia epidemiologica deben estar al alcance de
los paises que vacunan sisteméaticamente y de los
que tienen bancos de vacunas.

HISTORICO DE LAS CEPAS DE VIRUS
IDENTIFICADAS EN AMERICA DEL SUR
DESDE 1950 A 1984

Los estudios retrospectivos con los virus de
campo de la fiebre aftosa identificados en los pai-
ses del Cono Sur han mostrado que en los afios 50
predominaban virus que podian ser encuadrados
en los subtipos Oy, Azsa ¥ C3. En los paises andi-
nos pertenecian a los subtipos O; ¥ As. Entre es-
tos Gltimos Per( era una excepcion, debido a que
con frecuencia importaba bovinos, carnes y me-
nudencias de Argentina y Colombia, por lo que
se identificaban virus de las dos regiones.

En la década del 50, en el Cono Sur, se produ-
cfa vacuna antiaftosa por el método de Waldmann,
lo que provocé el surgimiento de cepas muy dife-
rentes, como consecuencia de la inoculacion de vi-
rus en los mataderos de bovinos parcialmente in-
munes para la obtencién de antigeno. Asi fueron
identificados en Brasil los subtipos Os, Ajs,
Aie Y Ai7 v en Argentina el A;o. Los aislamien-
tos de estos virus estuvieron relacionados a los
Jocales de manipulacion y de produccion de las
vacunas (mataderos y laboratorios).

El intercambio de cepas entre laboratorios
causdé la introduccién accidental en Argentina

del subtipo A;o, usado en Holanda para la ela-
boracién de la vacuna. Las cepas C2 v Aso
fueron causantes de epidemias en los afios 40
y 50 en Rio Grande do Sul, Brasil, y en
Uruguay.

Cepas de los subtipos O3, Og, Ao, A13. Ajs,
A;7, Aig, Axs, Ajo v C, desaparecieron total-
mente y no causaron focos ni ninguna onda epicé-
mica desde 1963.

En la década del 60, cuando la red de laborato-
rios de diagnéstico de las enfermedades vesiculares
se consolid® en América del Sur (Fig. 1), varios
pafses iniciaron los programas de control basados
en la vacunacion sistematica de la poblacion bovi-
na. Esa red de laboratorios resultd en una acentua-
da mejoria de ia vigilancia epidemioldgica y en la
caracterizacion de los virus que ocurrian en el
campo. En esa época fos programas ain presenta-
ban algunas deficiencias tipicas del inicio y por
eso, en algunos paises, se registraron ondas. epidé-
micas ocasionadas por cepas de virus muy similares
a las utilizadas en la produccién de vacunas. Asi,
en Venezuela, en 1962, se aislo el subtipo A; g, eli-
minado por la aplicacién masiva en el campo de la
vacuna de virus vivo atenuado A, 4 Cruzeiro y en
1969 el subtipo A3, que adn persiste. En Perd se
identificaron cepas de los subtipos Az Y A29, Si-
milares al A;4. En Colombia se comprueba la exis-
tencia en todo el pais de virus similares a los del
subtipo As, los cuales fueron encuadrados en el
subtipo A,7. En 1969 la sabana de Bogota fue
afectada por el virus Az, que se eliminé con un
estricto control de focos, acompafiado con revacu-
nacién estratégica con vacuna monovalente homo-
loga, no permitiéndose la propagacion a otras
areas del pafs.

Con relacion al tipo C, en 1966, en la Patagonia
de Argentina se presentd un foco causado por el vi-
rus C; Tierra del Fuego, diferente a los identifica-
dos anteriormente en el Cono Sur. Los datos epi-
demioldgicos de este episodio apuntan a los bovi-
nos portadores como posibles responsables por el
foco. En 1969, Argentina y Paraguay fueron afec-
tados por una onda epidémica originada por una
cepa antigénicamente no muy diferente al subtipo
C;. E! Laboratorio Mundial de Referencia (LMR)
clasifico la cepa de Argentina dentro del subtipo
Cs y lade Paraguay en el Cs.
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FIGURA 1. Laboratorios oficiales de diagndstico de las enferme:lades vesiculares. América del Sur, 1984.



Bol. Centr, Panam. Fiebre Aftosa 53

La década del 70 se caracterizb por la consoli-
dacién de los laboratorios de produccién y control
de vacunas, primero en Uruguay y Chiley después
en la Argentina, Brasil, Colombia y Paraguay. La
produccion regular de vacunas y su control oficial
se reflejé en una mejor inmunizacion de la pobla-
cién bovina bajo programa. Sin embargo fueron
aisladas cepas no muy diferentes a las usadas en la
elaboracién de vacunas. Como ejemplo, se cita el
C, Indaial que afect6 el sur de Brasil de 1971 a
1974, y a la Argentina y Uruguay en 1974-1975.
En Brasil, en 1976, se aislaron las cepas A Vences-
lau y Bagé. Esta Gltima afecto la ganaderia de Rio
Grande do Sul extendiéndose posteriormente a la
Argentina y Uruguay y en el proceso de evolucion
origind el A Argentina/79 y A Brasil/79, muy si-
milares entre si y al A Venceslau y A Bagé, por lo
que son incluidas en un solo grupo.

El decenio del 80 se caracteriza por poseer pro-
gramas mejor estructurados tanto en laboratorios
como en el campo. Esto se demuestra por el com-
bate a la cepa O RS-Br/80, bastante diferente al
virus vacunal O; Campos (Cuadro 1), la cual origi-
né una severa onda en Rio Grande do Sul, Brasil,
en 1980. La rapida identificacion del virus y la
adopcion de una vigilancia epidemiologica eficaz
impidieron su difusion a Uruguay y Argentina.

En 1981 surgen las cepas de virus A Argenti-
na/81, A Brasil/81 y A Uruguay/81. Se considera
que esas cepas sean el efecto de cola de la onda
epidémica originada por la cepa A Argentina—
Brasil/79. Esas cepas de virus A aisladas en 1981
no se propagaron debido a las medidas epidemiolé-
gicas tomadas en la ocasion.

En 1983, en Argentina aumenta la incidencia de
virus del tipo C hasta originar una onda epidémica
en 1984 que fue controlada por la utilizacion de
una vacuna monovalente homologa junto con la
vacuna polivalente. En esa ocasion tampoco se
permitié su difusién a los pafses vecinos, con la
excepcion de la ocurrencia de focos en el Chaco
boliviano controlados por vacunacion perifocal.

En 1984, en el estado de Sdo Pauio, Brasil, se

“identificé el virus A Sdo Carlos (Cuadros 2 y 3)

que fue controlado con la intensificacion de la vi-
gilancia epidemioldgica y la vacunacion estratégi-
ca con vacuna clasica A Cruzeiro y A Venceslau.

.CEPAS DE VIRUS DE INTERES ACTUAL

IDENTIFICADAS EN AMERICA DEL SUR

Por un anélisis detallado de las caracteristicas
antigénicas e inmunogénicas de los virus identifi-
cados en América del Sur (Cuadros 4, 5 y 6) se
concluye que en la actualidad las cepas predomi-
nantes deben ser encuadradas en los subtipos Oy,

.Aza, Az2 ¥ C3. Ademas se deben incluir los virus

A Argentina—Brasil/79 y C Argentina/84 pendien-
tes de clasificacion (Cuadro 7).

CLASIFICACION DEL VIRUS
DE LA FIEBRE AFTOSA

El LMR dictd, en el Simposio Internacional so-
bre Variantes e Inmunidad realizado en Lyon en
1967, las normas para la clasificacion del virus de

CUADRO 1. Relaciones serolégicas (r}, proteccion a la generalizacién podal (PGP), /ndices de seroproteccion (ISP} y
expectativa porcentual de proteccion (EPP} en bovinos revacunados con la cepa Oy Campos
controlada frente al virus homdlogo y al O RS-Br/80

Suero hiper. Vacuna O; Campos
Cepas 0, Campos
comprobacion r PGP Media ISP EPP?
0, Campos-Br/58 1.00 16/16 3.62 87.7
O RS-Br/80 0.34 6/16 240 72,5

3| imite inferior de confianza de 95%, expectativa porcentual de proteccion. GOMES, 1. & ASTUDILLO, V. Bol.

Centr. Panam. Fiebre Aftosa 17-18:9-16, 1975.
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CUADRO 2. Relaciones serolbgicas (r] y expectativas porcentuales de proteccion (EPP) obtenidas con
sueros hiperinmunes y de bovinos vacunados y revacunados con vacunas A 54 Cruzeiro-Br/55 y A Venceslau-8r/76
comprobados con A Séo Carlos-Br/84
r — Suero hiper. EPP — 30 DPV EPP — 30 DPR
Cepas
comprobacion Aggq Cruz. A Venc. A,y Cruz. A Venc. A4 Cruz. A Venc.
A, 4 Cruz.-Br/55 1.00 - 69.7 — 99 -
A Venc.-Br/76 - 1.00 - 96.1 - 98.7
A S.Carlos-Br/84 0.31 0.05 <448 <61.0 73.2 <479
CUADRO 3. Proteccién a la generalizacién podal (PGP} en bovinos vacunados y revacunados con una
vacuna A 54 Cruzeiro-Br/55y A Venceslau-Br/76 comprobados frente al
A Venceslau-Br/76 y A Sdo Carlos-Br/84
Bovinos protegidos/usados
Cepas
comprobacién 30 DPV 21 DPR
A Venceslau-Br/76 14/16 18/18
A Séao Carlos-Br/84 3/16 11/18
CUADRO 4. Virus de la fiebre aftosa tipo O de interés histérico o actual,
identificados en América del Sur. 1950-1984
Aifo
Clasificacién Identificacién
Subtipo Cepa LMR Primera Ultima
0, 0, Campos-Br/58 1967 1958 1984
O3 03 Venezuela/50 1956 1950 1958
Og . Og Bahia-Br/60 1962 1960 1962
o4 02 Rio Grande do Sul-Br/80 a 1980 1980

3No enviado al Laboratorio Mundial de Referencia (LMR).

la fiebre aftosa, las cuales se basaban en la obten-
cién de los parentescos seroldgicos mediante la fi-
jacién del complemento (7, 8). Debido a la dificul-
tad de aplicar estas normas, por la existencia de
muchos subtipos a su vez integrados por varias ce-
pas, nuevamente en el Simposio de Variantes e In-
munidad realizado en 1976, se propuso analizar so-
lo las relaciones (r) frente a los diferentes subtipos
existentes. Cuando el valor de ambas r era inferior
a 0,25 la cepa en estudio correspondia a un nuevo

subtipo. Ademds, se indicd que solo deberian ser
clasificadas las cepas con importancia epidemio-
légica (6). Las propuestas existentes no han re-
suelto el problema, ya que no han sido clasifica-
dos nuevos subtipos a partir de 1970, cuando se
identifico el Az;.

E! Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(CPFA), como Laboratorio de Referencia para
las. Américas, juntamente con la red de labora-
torios nacionales de diagnéstico han procurado
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CUADRO 5. Virus de /la fiebre aftosa tipo C de interés histérico o actual,

identificados en América del Sur. 1950-1984
A fo
Clasificacion Identificacion
Subtipo Cepa LMR Primera Ultima
C, C, Pando-Uruguay/44 1969 1244 1974
Cj C3 Resende-Br/55 1969 1955 1984
C3 C3 Paraguay/69 1969 1969 1969
Cq C4 Tierra del Fuego-Arg/66 1969 1966 1966
Cs Cs Argentina/69 1969 1969 1974
c? C2 Argentina a 1983 1984
FPendiente de clasificacion por el Laboratorio Mundial de Referencia (LMR),
CUADRO 6. Virus de la fiebre aftosa tipo A de interés histdrico o actual,
identificados en América del Sur. 1950-1984
Afo
Clasificacion Identificacién

Subtipo Cepa LMR Primera Ultima
Ao Ao Argentina/61 1961 1961 1961
Ars A3 Santos-Br/58 1962 1958 1958
Ajg A1 Belém-Br/59 1964 1959 1960
Ayy Aj 7 Guarulhos-Br/59 1964 1959 1962
Airs A1 g Zulia-Ven/62 1964 1962 1963
Ao A9 Suipacha-Arg/62 1964 1963 1963
Azq A4 Cruzeiro-Br/55 1967 1955 1984
Ays A, 5 Argentina/59 1967 1959 1964
Ajg A, ¢ Argentina/66 1867 1963 1967
Ayq A, 7 Colombia/67 1967 1967 1983
Az A, g Peri/69 1970 1969 1970
Azg A3 Uruguay/45 1970 1945 1960
Az, A3, Colombia/69 1970 1969 1970
A3, A3, Venezuela/70 1970 1969 1984
A2 A@ Argentina/76 a 1976 1976
Ab Ab Ecuador/75 b 1975 1978
Ab AD Venceslau-Br/76 b 1976 1984
Ab Ab Bagé-Br/76 b 1976 1984
Ab Ab Argentina/79 b 1979 1984
Ab Ab Brasil/79 b 1979 1984
Ab Ab Argentina/81 b 1981 1982
aAb Ab Brasil/81 b 1981 1981
A? A2 S3o Carlos-Br/84 a 1984 1984

9No enviada al Laboratorio Mundial de Referencia (LMR).

bpendiente de clasificaciéon por el LMR.
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CUADRO 7. Cepas y subtipos del virus de Ja fiebre aftosa con importancia epidemiolégica actual,
identificados en América del Sur. 1984

Subtipos o cepas
Pais 04 Azg A3z A Arg/79 C3 C Arg/4
Br/79
Argentina X - - X x X
Bolivia X X - - x -
Brasil x X - X X —
Colombia X X - - -
Ecuador X b3 - - - -
Paraguay X - - - X -
Pera X - - - -
Uruguay ‘ - - - x -
Venezuela I 4 X X - - -

resolver la situacion para los paises de la region,
mediante la aplicacién del siguiente procedimiento:

1. Preparacién del cepario

— ldentificar las cepas existentes en el campo y
las manipuladas por los laboratorios oficiales y
privados de la region.

— Designar la cepa representativa de cada sub-
tipo reconocido.

— Elaborar antigenos y sueros hiperinmunes
de las cepas de virus relacionadas en los dos puntos
anteriores para pruebas de fijacion del complemen-
to 50% (FCso) y ELISA.

— Preparar suspensiones virulentas para prue-
bas de potencia.

— Efectuar mapas RNase y T, resistentes (mo-
no y bidimensional "fingerprinting’).

— Mantener actualizado el "'Banco de Sueros’
de bovinos vacunados y revacunados con vacunas
elaboradas con las distintas cepas vacunales usadas
en América del Sur. '

— Obtener las relaciones serologicas.

— Determinar la cobertura inmunologica de las
cepas vacunales por seroproteccion y/o seroneutra-
lizacion con sueros del Banco de Sueros de bovinos
vacunados y revacunados y por pruebas directas.

2. Ildentificacién de nuevas cepas
— Recolectar muestras de los focos de campo.

- Caracterizar antigénicamente por subtipi-
ficacion.

— Obtener las r; frente a las cepas patrones
usadas para preparar vacunas.

— Establecer la cobertura inmunologica de los
sueros del Banco de Sueros de bovinos vacunados
y revacunados con las cepas vacunales usadas en
{a region,

— Informacion epidemiolégica.

— Cuando la cepa persiste en el campo es in-
cluida en e} cepario y se completa todo el traba-
jo mencionado en el punto 1. Si la cepa usada en
la vacuna proporciona una proteccién en revacu-
nacion igual o mayor al 75% serd encuadrada en
el mismo subtipo al que pertenece la cepa vacunal.

— Cuando la cepa de campo es diferente a la
usada en la produccion de vacunas, se seleccionara
una cepa para ser empleada en produccion y con-
trel, teniendo en cuenta la antigenicidad, repli-
cabilidad, estabilidad e inmunogenicidad.

CONCLUSIONES

La gran frecuencia de mutacion del virus de la
fiebre aftosa, unido a la accion selectiva con que
es sometida la replicacion del virus en condiciones
de campo, asi como el pasaje por diferentes hués-
pedes, tornan practicamente imposible que en
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areas con vacunacién sistematica, una cepa ocasio-
ne mis de una onda epidémica. Por ese motivo, pe-
riddicamente debe revisarse la lista de subtipos y
cepas, eliminando los que no han sido identifica-
dos en el campo en los Gltimos afos.

Las cepas emergenies, desde el inicio deben ser
tratadas de manera de impedir su difusion en el
campo. Los virus causantes de los focos en los pe-
riodos interepidémicos han de ser analizados cui-
dadosamente, comparando su estructura antigénica
con las cepas vacunales usadas en la region y deter-
minando la cobertura inmunolbgica de los sueros
de animales vacunados y revacunados con la cepa
vacunal frente a la de campo. Esta prueba puede
complementarse por pruebas de proteccion a la ge-
neralizacion podal en bovinos vacunados y revacu-
nados con la cepa vacunal.

Cuando el grado de proteccion en los bovinos
después de tres semanas de revacunados es igual
o mayor al 75% y la cobertura de vacunacion en la
region es amplia, medidas de revacunacion con la
vacuna disponible junto con el control estricto del
movimiento de animales serdn suficientes para im-
pedir la difusion de la nueva cepa, la cual debe ser
incluida en el mismo subtipo al que pertenece
la cepa vacunal. Cuando la cobertura inmunolagica
es inferior al 75%, su difusion adquiere caracter
epidémico y de dificil control. Se debe proveer la
elaboracidén y uso de vacuna monovalente especifi-

ca o la inclusion de la cepa para complementar el ;
perfil antigénico de la vacuna habitualmente usada

en la region.

Los pafses con la fiebre aftosa controlada y que
adn vacunan sistematicamente la poblacion suscep-
tible, como es el caso de Europa Occidental, o

aquellos paises libres pero que tienen bancos de va-

cunas, deben conocer la cobertura de sus vacunas
frente a las cepas epidemioldgicas importantes de
los paises endémicos. Para este tipo de trabajo son
muy adecuadas las pruebas de seroproteccion con

5. McCAHON, D,,

sueros de bovinos vacunados y revacunados con
sus vacunas. EI CPFA ha organizado con los paises
de la region, a través de la red de laboratorios de
diagndstico de las enfermedades vesiculares, la rea-
lizacion de estos estudios.
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UPDATING OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS STRAINS
OF EPIDEMIOLOGICAL IMPORTANCE IN SOUTH AMERICA!

A. Alonso F.?, R. Casas Olascoaga®, V.M. Astudillo?,
M.S. Sondahl?, Ivo Gomes?, Y.L. Vianna Filho3

SUMMARY

The high variability of foot-and-mouth disease,
due to genetic recombination and the selective
pressure of antibodies in areas of systematic vac-
cination, is the reason that one strain of virus
causes only one epidemic wave in the field. The
list of subtypes shculd therefore be revised period-
ically to eliminate those which are no longer found
in the field. The diagnostic laboratories have to
support the control campaigns of the disease by
relating antigenically and immunologically the
field strains with those used in the production of
vaccines. The coverage of the vaccine strains,
furthermore, is of great usefulness and interest
for vaccine banks. One test which can be recom-
mended for this type of study is the expected
percentage of protection (EPP) determined
through the serum protection test with cera from
vaccinated and revaccinated cattle. An EPP of less
than 75% with sera from revaccinated cattle is an
indication of a low protection level in the field.

INTRODUCTION

Foot-and-mouth disease (FMD) is produced
by a virus of the Picornaviridae family. Due to
its physicochemical properties the virus is clas-
sified in the Aphtovirus genus.

Seven immunological serotypes (O, A, C, SAT,,
SAT,, SAT; and Asia 1) have been identified

! Presented at the Meeting of the European Commission
for the Control of Foot-and-Mouth Disease, Rio de Ja-
neiro, Brazil, 1€-18 Oct. 1985. Authorized publication.

2 pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/
WHO), Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro, RJ,
Brazil.

3 LARA-RS - Laboratorio Regional de Apoio Animal,
Estrada da Ponta Grossa 3096, 90000 Porto Alegre, RS,
Brazil.

within the Aphtovirus genus which do not give
cross protection between each other.

Due to their high mutation capability, each
serotype includes various subtypes that are charac-
terized by immunological differences among them-
selves. The subtypes are represented by strains
isolated from foci, outbreaks or epidemics, which
have similar antigenic and immunogenic character-
istics. To prevent errors in identification, the
denomination of a strain must include the sero-
type, the virus subtype, the place and the year of
isolation.

VARIABILITY OF THE VIRUS
IN THE ENDEMIC AREAS

The great capability of variation of FMD virus
is due to the high rate of mutation (7), the genetic
recombination (5) and the selective action of anti-
body on virus replication in partially immune
animals (4). These processes cause changes in the
sequence of the nucleotides, which induce modifi-
cations in the amino acids of the capsid poly-
peptides.

The changes in the nucieotides can be detected
by biochemical techniques like RNase T, resistent
maps (2). But the modifications of the sequence of
the amino acids, when located in the antigenic
determinants, are detected by antigenic and im-
munogenic tests (7, 6, 8) or by the sequencing of
the amino acids of the viral protein (3).

The changes in antigenicity and immunogenici-
ty of the viruses in the field are of utmost impor-
tance for the FMD control programs, since the
degree of protection of the vaccinated population
depends on the quality of the vaccine applied and
on the homology between the vaccine strain and
the field strain. These changes also have a repercu-
sion on the diagnosis and on the production and
control of the vaccine.
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Because of high contagiousness of FMD and
high capacity of variability of the virus, the suc-
cess of the control programs depends initially on
the efficiency of the epidemiological surveillance
in detecting the foci, collecting samples and block-
ing the spread of the disease. This aspect is of
vital importance in the countries having extensive
livestock exploitation methods and much animal
movement, which enormously facilitate propaga-
tion of the virus. The diagnosis laboratory, jointly
with the quality control laboratory of vaccine,
must determine the antigenic characteristics of the
field strains, the immunological coverage of the
vaccine strains, and the potency of the vaccines.

The antigenic characterization studies of the
field virus and the analysis of the vaccine strain
coverage against the epidemiologically important
field viruses, must be available to other countries
that vaccinate systematically and that have vaccine
banks.

HISTORY OF THE VIRUS STRAINS
IDENTIFIED IN SOUTH AMERICA
FROM 1950 TO 1984

Retrospective studies of the FMD field viruses
identified in South American countries have
shown that in the Southern Cone the predominant
viruses in the 1950's could be classified among
the subtypes O;, A,s and Cs. In the Andean
countries, the viruses belonged to the 0, and As
subtypes. Peru was an exception because it fre-
quently imported bovine meat and by-products
from Argentina and Colombia, which led to the
identification of viruses from the two regions.

During the 1950's, FMD vaccine in the South-
ern Cone of South America was produced with the
Waldmann method which led to the emergence
of very different virus strains when partially im-
mune cattle at slaughterhouses were inoculated
to produce antigen. Thus subtvpes Os, Ais,
A;¢ and Aj 7 were identified in Brazil and Ao in
Argentina. The isolation of those viruses was
related to the sites of virus handling and vaccine
production (slaughterhouses and laboratories).

The exchange of strains among laboratories
ted to the accidental introduction of subtype

A;o into Argentina. That subtype was used in
the Netherlands for vaccine preparation. Strains
C, and Ajp caused epidemics in the 1940’s and
50‘s in Rio Grande do Sul (Brazil} and in Uruguay,

Strains of the subtypes Oj, Oz, Ao, A3,
Ais, Ar17, Aro, Aas, Azo and C; have totally
disappeared and have not caused foci or any
epidemic outbreaks since 1963.

In the 1960’s, when the network of vesicular
disease diagnosis laboratories was consolidated
in South America (Fig. 1), several countries
initiated EMD control programs based on system-
atic vaccination of the cattle population. That
network of laboratories led to a striking improve-
ment in epidemiological surveillance and in the
characterization of viruses occurring in the field.
At that time the control programs still suffered
from several shortcomings due to their inex-
perience. In some countries, therefore, epidemics
were caused Dy virus strains very similar to those
used in vaccine production. For example, the As
subtype was isolated in Venezuela in 1962. The
disease was eliminated by massive field application
of an attenuated live-virus vaccine of Az 4 Cruzeiro
and, in 1969, of subtype Aj2 which still persists.
Strains of the A,¢ and Ao subtypes, similar to
A, 4, were identified in Peru. Throughout Colom-
bia the existence of viruses similar to those of
subtype As has been recorded. Those viruses
were classified among the Ay, subtype. In 1969
the plains in Bogota were affected by virus Ajz.
it was eliminated by strict control of foci and
strategic revaccination with homologous mono-
valent vaccine, thus preventing its spread into
other areas of the country.

With respect to type C wirus strain, a focus
caused by Cs Tierra del Fuego virus occurred in
1966 in Argentine Patagonia; it was different from
those previously identified in the Southern Cone.
Epidemiological data on that episode indicate that
carrier cattle were possibly responsible for the
focus. Argentina and Paraguay were affected in
1969 by an epidemic caused by a strain anti-
genicaily not much different from subtype Cs.
The World Reference Laboratory (WRL) classified
the Argentine strain as subtype Cs and the strain
found in Paraguay as C3.
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FIGURE 1. Network of official laboratories for the diagnosis of vesicular diseases, South America, 1984.
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The 1970's were characterized by the consoli-
dation of the vaccine-production and control
laboratories, first in Uruguay and Chile, then in
Argentina, Brazil, Colombia and Paraguay. The
consistent production of vaccines and their official
control led to impraved immunization of the cat-
tle population in the programs. Nevertheless,
strains not very different from those used in vac-
cine preparation were isolated. For example, C3
Indaial affected southern Brazil from 1971 to
1974, and Argentina and Uruguay in 1974-75. The
A Venceslau and A Bagé strains were isolated in
1976 in Brazil. The latter strain affected cattle in
Rio Grande do Sul before spreading into Argentina
and Uruguay. During its process of evolution it
originated A Argentina/79 and A Brazil/79. Be-
cause those two strains are very similar and also
similar to A Venceslau and A Bagé, they are
included in a single group.

The 1980‘s are characterized by better struc-
tured programs both in the field and in the labora-
tories. This factor is evident in the effort devel-
oped against the O RS-Brazil/80 strains, which is
rather different from the O; Campos virus vaccine
(Table 1). The O RS-Br/80 strain produced a
severe epidemic in Rio Grande do Sul, Brazil, in
1980, but quick identification of the virus and the
adoption of efficient epidemiological surveillance
blocked its spreading into Uruguay and Argentina.

In 1981, virus strains A Argentina/81, A Brazil/
81 and A Uruguay/81 emerged. Those strains are
believed to be -the end effect of the epidemic
caused by the A Argentina—Brazil/79 strain.
Those type A virus strains isolated in 1981 did not

spread due to the epidemiological measures put
into effect on that occasion.

The incidence of type C virus increased in
Argentina in 1983 until it caused an epidemic in
1984. The epidemic was controlled by the use of a
homologous monovalent vaccine jointly with the
polyvaient vaccine. On that occasion the spread of
the disease into the neighboring countries was like-
wise restrained, except for the occurrerice of foci
in the Bolivian Chaco area controlled by perifocal
vaccination.

The A Sdo Carlos virus was identified in 1984
in the state of S3o Paulo, Brazil {Tables 2 and 3).
It was controlled through intensified epidemio-
logical surveillance and strategic vaccination with
classic A Cruzeiro and A Ve"nceslau vaccine.

VIRUS STRAINS OF CURRENT INTEREST
IDENTIFIED IN SOUTH AMERICA

Detailed analysis of the antigenic and immuno-
genic characteristics of the viruses identified in
South America (Tables 4, 5, 6) leads to the con-
clusion that the currently predominant strains
should be classed in the O;, Azas, Asz and C;
subtypes. Additionally the A Argentina—Brazil/79
and C Argentina/84 strains should be included
{Table 7), pending their classification.

CLASSIFICATION OF FMD VIRUS

At the International Symposium on Variants
and Immunity, held in Lyon, France, in 1967, the

TABLE 1. Serological relationships (r), protection against foot generalization (PG), mouse protection indexes (MP1)
and expected percentage of protection (EPP) in cattle revaccinated with strain O, Campos
challenged against homologous virus and O RS-Br/80

Hyper. serum

O, Campos vaccine

Challenge 0, Campos
strains r PG Mean MP{ EPPE
0; Campos-Br/58 1.00 16/16 3.62 87.7
O RS-Br/80 0.34 6/16 2.40 725

aow limit of confidence 95%, expected percentage of protection. GOMES, 1. & ASTUDILLO, V. Bol. Centr. Panam.

Fiebre Aftosa 17-18:9-16, 1975,
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TABLE 2. Serological relationships (r) and expected percentage of protection (EPP) obtained from hyperimmune sera
and from cattle vaccinated and revaccinated with A, 4 Cruzeiro-Br/55 and A Venceslau-Br/76 vaccines
challenged against A Sdo Carlos-Br/84

r — Hyper.serum EPP — 30 DPV EPP — 30 DPR
Challenge
strains A,4 Cruz. A Venc. Ajg4 Cruz, A Venc. Aj4 Cruz. A Venc.
A4 Cruz.-Br/55 1.00 - 69.7 - 99 -
A Venc.-Br/76 - 1.00 - 96.1 - 98.7
A S.Carlos-Br/84 0.31 0.05 <446 <61.0 73.2 <479

TABLE 3. Protection against foot generalization (PG) in cattle vaccinated and revaccinated with
A, 4 Cruzeiro-Br/55 and A Venceslau-Br/76 vaccine, challenged against
A Venceslau-Br/76 and A S§o Carlos-Br/84

Cattle protected/used

Challenge
strains 30 DPV 21 DPR
A Venceslau-Br/76 14/16 18/18
A Sdo Carlos-Br/84 3/16 11/18

TABLE 4. Foot-and-mouth disease virus type O of historical or current interest,
identified in South America. 1950-1984

Year
Classification ldentification
Subtype Strain LMR First Last
0, O, Campos-Br/58 1967 1958 1984
O3 03 Venezuela/50 1956 1950 1958
Og Og Bahia-Br/60 1962 1960 1962
(o 02 Rio Grande do Sul-Br/80 a 1980 1980

21t was not sent to the World Reference Laboratory (WRL.).

WRL set down the standards for classifying FMD
viruses. The standards were based on obtaining
the serological relationships by means of the
complement fixation test (7, 8). In view of the
difficuity of applying those standards, due to the
existence of many subtypes each with groups of
various strains, the 1976 International Symposium
on Variants and Immunity proposed to analyze
only the relationships (r) against the different
existing subtypes. When the value of both r was

below 0.25, the strain under study was held to be
a new subtype. Furthermore, it was proposed that
only the epidemiologically important strains
should be classified {6). The existing proposals
have not resolved the problem, for no new sub-
types have been identified since 1970 when virus
A3, was identified.

The Pan American Foot-and-Mouth Disease
Center as the Reference Laboratory for the
Americas and the network of national diagnosis
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TABLE 5. Foot-and-mouth disease virus type C of historical or current interest,
identified in South America. 1950-1984
Year
Classification Identification

Subtype Strain LMR First Last
C, C, Pando-Uruguay/44 1969 1944 1974
Cs C3 Resende-Br/55 1969 1955 1984
Cs C3 Paragusy/69 1969 1969 1969
Cs C4 Tierra del Fuego-Arg/66 1969 1966 1966
Cs Cs Argentina/69 1969 1969 1974
c? C? Argentina a 1983 1984

3pending classification by the World Reference Laboratory (WRL).

TABLE 6. Foot-and-mouth disease virus type A of historical or current interest,
identified in South America. 1950-1984
Year
Classification ldentification

Subtype Strain LMR First Last
AlO AlO Argentina/61 1961 1961 1961
Az A3 Santos-Br/58 1962 1958 1958
A16 Al6 Belém-Br/59 1964 1959 1960
Aiq A7 Guarulhos-Br/59 1964 1959 1962
A18 A g Zulia-Ven/62 1964 1962 1963
Ao A9 Suipacha-Arg/62 1964 1963 1963
Aja Aj4 Cruzeiro-Br/55 1967 1955 1984
Ays A, s Argentina/59 1967 1959 1964
A26 A26 Argentina/66 1967 1963 1967
A27 A27 Colombia/67 1967 1967 1983
Azg A, g Peru/69 1970 1969 1970
Aso Ajo Uruguay/45 1970 1945 1960
Asy A3, Colombia/69 1970 1969 1970
As, A3, Venezuela/70 1970 1969 1984
A2 A2 Argentina/76 a 1976 1976
Ab Ab Ecuador/75 b 1975 1978
AD Ab Venceslau-Br/76 b 1976 1984
Ab AD Bagé-Br/76 b 1976 1984
Ab Ab Argentina/79 b 1979 1984
AL AD Brasil/79 b 1979 1984
Ab AP Argentina/81 b 1981 1982
Ab Ab Brasil/81 b 1981 1981
Ad A2 Sic Carlos-Br/84 a 1984 1984

ait was not sent to the World Reference Laboratory (WRL).

bPending classification by the WRL.

&
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TABLE 7. Foot-and-mouth disease virus strains and subtypes epidemiclogically important at present,
identified in South America. 1984

Subtypes and strains
Country (o Ayg As, A Arg/79 Cs C Arg/84
Br/79
Argentina x - - X x x
Bolivia X X - - X —
Brazil X X - X X —_
Colombia X x - - - -
Ecuador X X - - - -
Paraguay X - - - X -
Peru X - - - -
Uruguay x - - - X -
Venezuela X X x - - -

laboratories have jointly sought to resolve the
situation for the countries of the region by apply-
ing the following procedure:

1. Preparation of the virus strain collection

— ldentify the existing strains in the field and
those handled by the official and private labora-
tories in the region. '

— Designate the representative strain of each
recognized subtype.

— Prepare antigens and hyperimmune sera
from the virus strains listed in the two previous
points, for CF5, and ELISA tests.

— Prepare virulent virus suspensions for poten-
cy tests.

— Compile RNase T; resistants maps (one
and two dimensional "fingerprinting’’). '

— Keep ““Serum Bank’’ of sera from cattle vac-
cinated and revaccinated with vaccines prepared
with the various vaccine strains used in South
America up-to-date.

— Establish the serological relationships.

— Determine the immunological coverage of
the vaccine strains by means of the mouse pro-
tection and/or serum neutralization tests, with
sera from vaccinated and revaccinated cattle
{Serum Bank), and by direct testing.

2. ldentification of new strains
— Collect samples of all the field foci.

— Characterize the strains antigenically by
subtyping.

— Obtain the r; values against the standard
strains used in vaccine preparation.

— Establish the immunological coverage of the
“Serum Bank" sera from cattle vaccinated and
revaccinated with the vaccine strains used in the
region.

— Epidemiological information.

— When the strain persists in the field, it is
included in the strain collection and all the work
stated in point 1 is performed. If the strain used in
the vaccine provides protection at revaccination
equal to or greater than 75%, it will be included in
the subtype to which the vaccine strain belongs.

— When the field strain is different from the
strain used to produce the vaccines a strain will be
selected to be used for vaccine production con-
sidering its antigenicity, replicability, stability and
immunogenicity.

CONCLUSIONS

The great capacity of FMD virus for frequent
mutation, plus the selective action affecting virus
replication in field conditions, as well as its passage
t'hrough different hosts, make it practically impos-
sible for a strain to.cause more than one epidemic
wave in areas of systematic vaccination. Therefore,
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the list of subtypes and strains should be reviewed
periodically to eliminate those that have not been
identified in the field in recent years.

The initial concern regarding emerging strains
should be to restrain their spread in the field.
The viruses causing foci in the interepidemic
periods should be carefuily studied: their antigenic
structure should be compared with that of the
vaccine strains used in the region, and the im-
munological coverage of the sera from animals
vaccinated and revaccinated with the vaccine
strain should be determined against the field

strain. This test can be complemented by tests of

protection against development of foot lesions in
cattle vaccinated and revaccinated with the vac-
cine strain.

When the degree of protection in cattle at
three weeks post-revaccination is equal to or ex-
ceeds 75%, and the vaccination coverage in the
region is broad enough, then revaccination with
the available vaccine and stringent control of

animal movement will suffice to stop the spread of
the new strain. The new strain should then be -

classified within the same subtype as the vaccine
strain. When the immunological coverage is below
75%, the spread becomes epidemic and its control
is difficult. In this case it is necessary to prepare
and use an specific monovalent vaccine or to in-
corporate the strain to complement the antigenic
profile of the vaccine commonly used in the
region.

Countries where FMD is controlled and where
the susceptible population is still protected by
systematic vaccination —such as Western Europe —
or disease-free countries that possess vaccine
banks, should be aware of the coverage of their
vaccines against the epidemiologically important
strains in the endemic countries. The mouse
protection test with sera from cattle vaccinated

and revaccinated with their vaccines are very

suitable for this type of work. The Pan American

Foot-and-Mouth Disease Center through the
network of vesicular-disease diagnosis laboratories
and the countries of the region have organized
those studies.
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VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO!

Hans G. Bahnemann? & Julio A. Mesquita*

RESUMEN

En este trabajo se describe la preparacién de
una vacuna con adyuvante oleoso y se dan algunos
detalles pertinentes. Los resultados de estudios de
inmunogenicidad en bovinos en pruebas de labora-
torio y en experimentos de campo son indicados.
También se discute la incidencia de fiebre aftosa
en poblaciones bovinas vacunadas con vacuna oleo-
sa en experimentos de campo de larga escala en
Argentina y Brasil. La aplicacién sistemdtica de
vacuna antiaftosa oleosa induce mayor proteccion
a la poblacién bovina vacunada que la aplicacion
de vacunas convencionales de hidréxido de alumi-
nio. Por lo tanto deberia ser una importante herra-
mienta en los programas de control de la fiebre
aftosa en Ameérica del Sur.

INTRODUCCION

Durante los altimos 50 afios la vacuna antiafto-
sa estandar ha sido preparada con antigeno inac-
tivado adsorbido a! hidroxido de aluminio. Aun-
que los métodos de produccion e inactivacion del
antigeno han cambiado a través de los aiios, actual-
mente la mayoria de las vacunas son preparadas
con hidréxido de aluminio, que ya fue usado en
1937 en la primera vacuna eficaz.

El primer estudio sobre el uso de un adyuvante
oleoso con antigeno del virus inactivado fue publi-
cado en 1963 (8). Posteriormente este adyuvante
fue estudiado para la preparacion de una vacuna
antiaftosa eficaz para porcinos. En 1968 El Centro
Panamericano de Fiebre Aftosa (CPFA) inici6 es-

! presentado en el X Congreso Panamericano de Veterina-
naria y Zootecnia y V Congreso Argentino de Ciencias
Veterinarias, Buenos Aires, Argentina, 23-27 septiembre
1985.

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

tudios, de laboratorio y de campo, de una vacuna
con adyuvante oleoso para ser aplicada en bovinos.
L.os estudios de campo se iniciaron en Brasil vy
luego se extendieron a Argentina, Bolivia, Colom-
bia, Ecuador, Paraguay, Per( y Uruguay (6).

PRODUCCION DE VACUNA
Produccion de antigeno

Actualmente la mayoria de los laboratorios pro-
ductores de vacuna antiaftosa usan cultivos celula-
res, principalmente células BHK-21, para la replica-
cion del virus de la fiebre aftosa. Con este proposi-
to, el CPFA también utiliza estas células cultivadas -
en monocamadas o en suspension.

Los cultivos celulares son infectados con una se-
milla de virus que tiene pocos pasajes en cultivos
celulares, un elevado titulo infeccioso y es contro-
lada serolbgicamente para comprobar la esgecifici-
dad de la cepa de virus. Las suspensiones de virus,
después de recolectadas, son purificadas por un
tratamiento intensivo con cloroformo y clarifica- .
das por medio de filtracién o centrifugacién. Ac-
tualmente la mayoria de los laboratorios realizan
la inactivacion con un agente alquilante que pro-
porciona una inactivacion de primer orden o lineal.
El inactivante preferido por la mayoria de los labo-
ratorios productores de vacuna es la etilenimina
binaria (BEI), desarrollada en el CPFA (4), donde
es usada a 3mM durante 24 horas a 26°C. La prue-
ba de inocuidad se hace en cultivos de células en
monocamadas, realizando tres pasajes seriados.

La cantidad de antigeno viral en cada suspen-
sion de virus es determinada por los titulos de in-
fecciosidad; en el CPFA se usa la prueba de unida-
dades formadoras de placa en monocamadas de
cultivos celulares. La pureza y la especificidad del
subtipo de cada suspension de virus son controla-
das por la prueba de fijacion del compiemento.
La cantidad de antigeno viral se determina con
mas precision por la prueba de centrifugacion de la
suspension viral en un gradiente de densidad de
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sucrosa o de cloruro de cesio. El CPFA usa la
centrifugaciéon en un gradiente de densidad de
cloruro de cesio, que a la vez permite examinar
la integridad del antigeno por electroforesis en ge-
les de poliacrilamida (PAGE). En la produccion
regular de antigeno de virus de la fiebre aftosa en
monocamadas y en suspension de cultivos celula-
res en el CPFA, los valores para la masa antigéni-
ca de las cuatro cepas de virus usadas (O, Campos,
A, 4 Cruzeiro, A Venceslau y C3 Indaial) general-
mente estan entre 1,5 y 3 microgramos/ml.

Preparacion de antigeno

La preparacion de vacuna antiaftosa polivalente
con hidroxido de aluminio generaimente se hace
mezclando las vacunas inactivadas monovalentes.
En el caso de las vacunas oleosas, y con el uso de
inactivantes de primer orden, es posible mezclar
suspensiones de antigeno monovalentes antes de
adicionar el adyuvante. Los diferentes antigenos
son mezclados de tal manera que una Gnica dosis
de vacuna contenga antigeno de cada tipo de virus
suficiente para cumplir con los requisitos de poten-
cia de los contralores oficiales.

La cantidad de antigeno a ser usada en una va-
cuna es determinada en varios laboratorios por la
infecciosidad y los titulos de fijacion del comple-
mento de las suspensiones virales. La determinacion
de la masa antigénica por medio de centrifugacion
en un gradiente de densidad permite, sin embargo,
una mejor estandarizacion del contenido antigéni-
co de las vacunas antiaftosa.

Después de los controles de potencia de un gran
nimero de vacunas preparadas con antigenos con
determinaciones de masas antigénicas, el CPFA ha
decidido usar actualmente las siguientes cantidades
de contenido de antigeno por dosis de cada tipo de
virus: O, Campos, = 2,2 microgramos; virus A,
= 1,4 microgramos (casi las mismas cantidades de
A4 Cruzeiro y A Venceslau), y virus C3 Indaial,
> 1,0 microgramos. La dosis estandar de vacuna es
de 5 ml y la cantidad total de antigeno esta conte-
nida en 2,5 mi de suspensién del antigeno sin
ninguna concentracion.

Emulsificacion

El Gltimo paso en la produccion de una vacuna
antiaftosa con adyuvante oleoso es la mezcla del

antigeno viral con una parte igual de aceite mineral
blanco (Marcol 52), que contiene 10% de un emul-
sificante (Montanide 888), y la preparacion de una
emulsién primaria agua-en-aceite.

Con este proposito, la mezcla de aceite emulsifi-
cada es esterilizada por filtracion en cartuchog
Millipore y adicionada a la preparacion de antige-
no. Esta mezcla antigeno-aceite-emulsificante es
pasada a través de un emulsificador industrial de
tipo Silverson desarrollado en el CPFA y el grado
de dispersion de la emulsion es comprobado mi-
diendo la resistencia con un medidor de conducti-
vidad producido localmente. Para obtener la resis-
tencia deseada de mas de 100 mega Ohm, la vacu-
na generalmente es pasada tres veces a través del
emulsificador.

La estabilidad de la emulsion de la preparacion
final de la vacuna es controlada por la prueba de
centrifugacion (3000 rpm durante 3 horas) y por
el mantenimiento de las muestras de vacuna a
379C por 15 dias.

Prueba de potencia

El CPFA recomienda que la potencia de la vacu-
na antiaftosa con adyuvante oleoso sea una expec-
tativa porcentual de proteccion (EPP) de 85% en
animales de 9 a 12 meses de adad. En las pruebas
de desafio directas en bovinos, por lo menos 12
de 16 animales vacunados deberan estar protegi-
dos (7).

Todas las partidas de vacuna preparadas en el
CPFA son examinadas después de envasadas por
medio de pruebas de potencia en cobayos y en
bovinos. En cobayos, la dosis potectora cobayo
50% (DPCso) es determinada por inoculacion de
0,25 ml de vacuna diluida con diluyente activo y
desafiada con la cepa del virus homoblogo al usado
en la vacuna. El valor de la DPC;s es calculado per
el volumen de vacuna inoculado, esto es, 0,25 ml.
Sin embargo, no se ha establecido una relacion
directa entre el valor de la DPCs¢ vy la proteccion
en bovino. Por lo tanto, se considera la DPC5 o mas
como una prueba de tamiz que como una prueba
definitiva para el control de potencia.

La potencia en bovinos es comprobada inocu-
jando animales que nunca tuvieron contacto con la
fiebre aftosa y determinando el nivel de anticuer-
pos en los sueros recolectados entre 21 y 28 dias

<&
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después de la vacunacion. Los anticuerpos neutra-
lizantes son medidos por pruebas de neutralizacion
de virus en cultivos celulares o en ratones lactan-
tes, también denominada prueba de seroproteccion
(SP). Los titulos de seroproteccién son usados pa-
ra calcular la EPP (77, 13, 14). Para la preparacion
de vacunas con las cantidades de antigeno anterior-
mente mencionadas, la media de la EPP es de 85%
como minimo, pero generalmente estd entre 90 y
97. Todas las valencias que integran las vacunas
son comprobadas en cada partida de vacuna.

Los laboratorios oficiales de control en la Ar-
gentina, Brasil y Uruguay han experimentado la
vacuna con adyuvante oleoso del CPFA en pruebas
de desafio directas en bovinos para determinar la
potencia, estabilidad y duracion de inmunidad.

INMUNOGENICIDAD DE LA VACUNA
ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO

Estudios experimentales

La inmunogenicidad de la vacuna antiaftosa con
adyuvante oleoso y la duracion de la inmunidad in-
ducida por estas vacunas en bovinos jovenes y
adultos primovacunados y revacunados fueron
estudiadas en extensos experimentos de laborato-
rio en el CPFA y en el campo {7, 2, 3, 6, 12).
las Figs. 1 y 2 muestran algunos de los resultados
obtenidos en la primovacunacion y revacunacion
respectivamente.

La vacuna con adyuvante oleoso proporciona
titulos de anticuerpos séricos més altos y durante
més tiempo que la vacuna de hidréxido de alumi-

nio. Este efecto es mucho maés evidente en la re-
vacunacion. La recomendacion para la aplicacion
de la vacuna con adyuvante oleoso es, por lo tanto,
que los animales jovenes con menos de dos afios de
edad sean revacunados con intervalos de seis me-
ses, mientras que en los animales con mas de dos
afios de edad previamente vacunados, una revacu-
nacion seria suficiente.

Desafio de campo

Los estudios de inmunogenicidad de la vacuna
antiaftosa con adyuvante oleoso, tanto de labora-
torio como de campo, indicaron que este tipo de
vacuna indujo niveles altos de anticuerpos para ¢l
virus de la fiebre aftosa y por periodos mas largos
de tiempo que la vacuna convencional de hidroxi-
do de aluminio.

Dos paises en América del Sur, Argentina y
Brasil, ensayaron en larga escala la vacuna oleosa
en programas de campo, comparandola con la va-
cuna convencional de hidroxido de aluminio
(saponina). En Argentina, en Hipdlito Yrigoyen,
provincia de Buenos Aires, cerca de 68.000 bovi-
nos fueron vacunados entre 1977 y 1981 con vacu-
na antiaftosa oleosa y la incidencia de fiebre aftosa
en esos animales fue comparada, en la misma area,
con los animales vacunados con vacuna comercial
de hidréxido de aluminio. En 1982, Caggiano y co-
laboradores informaron sobre ese experimento (5)
y los resultados se resumen en el Cuadro 1.

Recientemente Dora y colaboradores, en Bra-
sil, publicaron un informe (9) comparando la

CUADRO 1. Desafie a campo de vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso,
Hipdlito Yrigoyen, provincia de Buenos Aires, Argentina, 1977-1981

Vacunas

Bovinos Hidréxido de aluminio Oleosa
Rebafios vacunados 1.719 494
Animales vacunados 620.462 67.715
Rebafios afectados 365 23
Animales expuestos 245516 2874
Animales enfermos 34.373 441
Morbitidad/ 1000 55 7

Fuente: Datos de Caggiano et a/. (5).
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FIGURA 1. Expectativa porcentual de proteccion (EPP)
de bovinos para los subtipos O, A4 vy C3 del virus de la

fiebre aftosa.

incidencia de fiebre aftosa durante una epidemia
en Bagé, Rio Grande do Sul, Brasil, en 1980, en
dos grupos de bovinos vacunados con vacunas de
hidréxido de aluminio y oleosa, respectivamente.
Los resultados de ese estudio e resumen en el
Cuadro 2.

Aungue en el experimento en Argentina el na-
mero de animales vacunados con vacuna oleosa es
considerablemente menor que en el grupo control,
se puede percibir claramente que la incidencia de

2.0 M
1.0/ VIRUS A24

Media del {ndice de seroproteccion

1 2 3 4 5 6

Meses posrevacunacion

Vacuna con adyuvante oleaso

-—— Vacuna con hidréxido de aluminio-saponina
------- Antigeno sin adyuvante

FIGURA 2. Media del indice de seroproteccién de bovi-
nos revacunados con vacunas con adyuvante oleoso, con

hidréxido de aluminio-saponina o antigeno sin adyuvante

la enfermedad es menor en el grupo vacunado con
vacuna oleosa. La tasa de morbilidad en el grupo
vacunado con vacuna de hidréxido de aluminio
es de 55 por 1000 mientras que en el grupo vacu-
nado con vacuna oleosa solamente es de 7.

El experimento en Brasil comprende poblacio-
nes bovinas comparativas de mas de 200.000 ani-
males para cada tipo de vacuna. Las tasas de
morbilidad para la vacuna de hidroxido de alu-
minio y para la vacuna oleosa fueron 45 y 6
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CUADRO 2. Desaf/o a campo de vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso.,
Bagé, Rio Grande do Sul, Brasil, 1980
Vacuna Vacuna oleosa
hidréxido de
Bovinos aluminio Total Primovacunados Revacunados
Rebafios vacunados 1.813 620 316 304
Animales vacunados 220.532 240.616 87.831 152,785
Rebafios afectados 73 20 9 1
Animales expuestos 30.780 17.164 5.647 11.517
Animales enfermos 9,958 1.546 1.218 328
Morbilidad/1000 45 6 14 2

Fuente: Datos de Dora et al, (9).

respectivamente, sorprendentemente similares a las

del experimento en Argentina (Cuadro 3). Tam-

bién es muy interesante la comparacién de los ani-

males vacunados una, dos o mdas veces con vacuna .
con adyuvante oleoso. Los animales primovacuna- _

dos tenian una tasa de morbilidad dos tercios mas
baja en comparacion con la vacuna de hidroxido
de aluminio. Los animales vacunados dos o mds ve-
ces con vacuna oleosa tuvieron una tasa de morbiti-
dad més de veinte veces mas baja que los animales
vacunados con vacuna de hidrdxido de aluminio.
Estos resultados muestran que la incidencia de

la enfermedad es bastante reducida en poblaciones

de animales vacunados con vacuna con adyuvante
oleoso. Concordamos con Dora y colaboradores
que si todos los animales en esa determjnada 4rea
hubiesen sido vacunados con una vacuna con ad-
yuvante oleoso, la incidencia hubiese sido insigni-

ficante. Esta opini6n es confirmada por la observa-

cion de que la poblacién bovina en Bagé, que con-
tinda siendo vacunada con vacuna oleosa, no ha te-
nido ningln caso de fiebre aftosa en los afios si-

guientes a la epidemia de 1980, aunque adn se pre-

sentan brotes de fiebre aftosa en Rio Grande do
Sul (70). Sin embargo, la incidencia de la enferme-
dad ha sido drasticamente reducida, ya que casi la
mitad de la poblacion bovina en ese estado, 5.5 mi-
liones de animales de un total de 12 millones de
bovinos, actualmente es vacunada con vacuna con
adyuvante oleoso.

CUADRO 3. 7asas de morbilidad fpor 1000) de fiebre
aftosa en dos experimentos de campo de /arga escala con
vacunas de hidréxido de aluminio y con adyuvante oleoso

Vacunas
Pafs Hidréxido de aluminio Oleosa
Argentina 1977-81 55
Brasil 1980 45 6

PRODUCCION ACTUAL Y FUTURA
DE VACUNA ANTIAFTOSA
CON ADYUVANTE OLEOSO

El CPFA prepara actualmente vacunas inactiva-
das con adyuvante oleoso para proyectos oficiales
de campo en la Argentina, Bolivia, Brasii, Ecuador,
Paraguay, Per(, Uruguay y Venezuela, y tiene en
existencia 560.000 dosis de vacuna para situaciones
de emergencia en éreas libres de la enfermedad.

La excelente experiencia con esta vacuna en
epidemias de fiebre aftosa en el su. .e Brasil v el
gran interés de los ganaderos en su aplicacidn lle-
varon a las autoridades gubarnamentales de Biasil a
establecer laboratorios de produccion de vacuna
con adyuvante oleoso en Campinas (Gobierno Fe-
deral) y en Porto Alegre {Gobierno del Estado,
Rio Grande do Sul) que se encuentran en opera-
cion desde 1984.
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Los laboratorios privados de produccion de va-
cuna en Brasil estan interesados en esta vacuna y
va han producido partidas experimentalmente. A
través de la experiencia de los proyectos oficiales,
apoyados por el CPFA, varios paises en América
del Sur también estin interesados en la produc-
cion de este tipo de vacuna en un futuro préoximo.
Por tanto, es probable que el volumen de produc-
cion de vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso
en América del Sur aumentara considerabiemente.
La aplicacién sistematica y masiva de este tipo de
vacuna tendra un profundo efecto en la situacion
epidemioldgica de la fiebre aftosa en el continente.
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OIL-ADJUVANT VACCINE AGAINST FOOT-AND-MOUTH DISEASE'

Hans G. Bahnemann* & Julio A. Mesquita®

SUMMARY

The preparation of an oil-adjuvant vaccine
against foot-and-mouth disease (FMD) is described
and some pertinent details are given. Results of
immunogenicity studies in cattle in laboratory and
field experiments are presented and the incidence
of FMD in cattle populations vaccinated with oil-
adjuvant vaccine in large scale field experiments in
Argentina and Brazil is discussed. The systematic
application of oil-adjuvant FMD vaccine gives the
vaccinated cattle population a much greater
protection than vaccination with the conventional
aluminum hydroxide vaccines. It therefore should
become an important tool in the programs for the
control of FMD in South America.

INTRODUCTION

For almost 50 years now the standard vaccine
against FMD has been prepared with inactivated
antigen adsorbed to aluminum hydroxide. Al-
though the methods of antigen production and
inactivation have changed over the years, most of
the FMD vaccines today are still prepared with
aluminum hydroxide adjuvant, which was already
used in the first effective vaccine in 1937.

The first study of the use of an oil adjuvant
with inactivated FMD virus antigen was-published
in 1963 {8). This adjuvant was subsequently
studied more in relation to preparation of an
effective FMD vaccine for pigs. in 1968 the Pan
American Foot-and-Mouth Disease  Center
(PAFMDC) began laboratory and field studies of

! presented at the X Pan-American Congress of Veterinary
Medicine and Zootechnique, and V Argentinian Con-
gress of Veterinary Sciences, Buenos Aires, Argentina,
23-27 Sept. 1985.

2 pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/
WHO), Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro, RJ,
Brazil.

an oil-adjuvant vaccine for application in cattle.
The field studies began in Brazil and were later
extended to Argentina, Bolivia, Colombia, Ecua-
dor, Paraguay, Peru and Uruguay (6}.

VACCINE PRODUCTION

Antigen production

The majority of FMD vaccine production
laboratories today use cell cultures, mainly of
BHK-21 cells, for the replication of FMD virus.
The PAFMDC also uses these cells in monolayer or
suspension cultures for this purpose.

The cell cultures are infected with a seed
virus preparation which has a low passage level in
cell cultures, a high infectivity titer and is con-
trolled serologically for virus strain specificity.
The virus suspensions are purified after harvest by
intensive treatment with chloroform and clarifi-
cation by filtration or centrifugation. Inactivation
is done in most laboratories now with an alkylat-
ing agent which gives an inactivation reaction
of the first order or a linear reaction. The inac-
tivant preferred by many vaccine production
laboratories is binary ethylenimine (BEI!), which
was developed at the PAFMDC (4). The Center
uses BEl at 3 mM for 24 hours at 269C. The
inocuity test is done in monolayer cell cultures
in three serial passages.

The amount of viral antigen in each virus sus-
pension is determined by :nfectivity titration, at
the Center by a test for plaque forming units in
monolayer cell cultures. The purity and subtype
specificity of each virus suspension is controlled
serologically by the complement fixation test. A
more precise determination of t\ie amount of viral
antigen can be done by contrifugation of the
virus suspension in a density gradient of sucrose
or cesium chloride. The Center uses cesium chio-
ride density gradient centrifugation, as it also
allows the sample tc be used for testing the
integrity of the antigenic polypeptide by poly-
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acrylamide gel electrophoresis (PAGE). in the
regular FMD virus antigen production in mono-
layer and suspension cell cultures at the PAFMDC
the values for antigenic mass for the four virus
strains used (O, Campos, A,4 Cruzeiro, A Ven-
ceslau and C; Indaial) are usually between 1.5 and
3 microgram per mi.

Antigen preparation

The preparation of plurivalent FMD vaccines
with aluminum hydroxide adjuvant is usually done
by mixing inactivated monovalent vaccines. In the
case of oil-adjuvant vaccines and with the use of
first order rate inactivants it is possible to mix
monovalent antigen suspensions before addition of
the adjuvant. The different antigens are mixed in
such a manner that a single vaccine dose contains
sufficient antigen of each virus type to comply
with the potency requirements of the government
control authority.

The amount of antigen to be used in a vac-
cine is determined in many laboratories on the
basis of the infectivity and complement fixation
titers of the virus suspensions. The more precise
determination of antigenic mass by density gra-
dient centrifugation allows however a better
standardization of the antigen content of FMD
vaccines.

After the potency controls of a large number
of vaccines, which were prepared on the basis of
antigens with \antigenic mass determinations,
the PAFMDC now uses the following parameters
for the antigen content per dose -of each virus
type: virus O; Campos > 2.2 microgram, virus
A = 1.4 microgram (about equal amounts of
Az4 Cruzeiro and A Venceslau) and virus C;
Indaial 2 1.0 microgram. The standard dose
of vaccine is 5 ml and the total amount of antigen
is contained in 2.5 ml of antigen suspension
without any concentration.

Emulsification

The final step in the production of an oil-
adjuvant FMD vaccine is the mixture of the virai
antigen with an equal amount of light mineral
oil (Marco! 52), which contains 10% of an emul-

sifier (Montanide 888), and the preparation of
a primary water-in-oil emulsion.

For this purpose the oil-emulsifier mixture
is sterilized by filtration through Millipore car-
tridge filters and then added to the antigen pre-
paration. This antigen-oil-emulsifier mixture is
passed through an industrial in-line Silverson-type
emulsifier developed at the Center and the degre~
of dispersion of the emulsion is controiied by
resistance measurements with a locally made
conductivity meter. In order to achieve the de-
sired resistance of more than 100 mega Ohm
the vaccine is usually passed three times through
the emulsifier.

The stability of thz emulsion of the final
vaccine preparation is controlled by a centrifuga-
tion test {3000 rpm for 3 hours) and by holding
vaccine samples at 379C for 15 days.

Potency testing

The recommendations of the PAFMDC for
FMD vaccine potency values of oil-adjuvant vac-
cines are an expected percentage of protection
(EPP) of 85 in cattle of nine to tweive months old.
In direct challenge tests in cattle at least 12 to 16
vaccinated animals should be protected (7).

Each batch of vaccine prepared at the Center
is tested after bottling for potency in guinea pigs
and cattle. In guinea pigs the 50% guinea pig
protective dose (GPPDs,) is determined by
injection of 0.25 ml of vaccine diluted with
active diluent and challenge with the homologous
vaccine virus strains. The GPPDs, value is cal-
culated for the injected vaccine volume, i.e. 0.25
mi. However a direct relation between GPPD;,
value and protection in cattle has not been es-
tablished and the GPPDs, test is therefore con-
sidered more to be a screening test and not a
definite test for vaccine potency.

Potency in cattle is tested by vaccination of
animals which had no prior contact with FMD
and through antibody assays with their sera
taken at 21 to 28 days after vaccination. Neutral-
izing antibodies are determined by virus neutral-
ization tests in cell culture or in newborn mice,
also called mouse protection test (MPT). The
MPT titers are used to calculate the mean EPP
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values (77,13, 74). For vaccines prepared with
the before mentioned antigen quantities the mean
EPP is a minimum of 85 but usually falls between
90 and 97. All valencias in the vaccines are tested
individually in each batch of vaccine.

Official government control laboratories in
Argentina, Brazil and Uruguay have tested the oil-
adjuvant vaccine of the Center in direct challenge
tests in cattle for potency, stability and duration
of immunity.

IMMUNOGENICITY OF
OIL-ADJUVANT FMD VACCINE

Experimental studies

The immunogenicity of oil-adjuvant FMD
vaccines as well as the duration of immunity
induced by these vaccines in young and adult
cattle at primovaccination and at revaccination
was studied in extensive laboratory experiments
at the PAFMDC and field trials in Brazil {7, 2, 3,
6, 12). Some of the results obtained are given in
Fig. 1 for primovaccination and in Fig. 2 for
revaccination. )

The serum antibody titers are higher for the
oil-adjuvant vaccine in comparison to the alu-
minum hydroxide vaccine for a longer period
of time already in primovaccinated animals.
This effect is much more pronounced upon
revaccination. The recommendation for applica-
tion of the oil-adjuvant vaccine is therefore that

young animals under two years of age should be
revaccinated at six month intervals while for
animals more than two years old and previously
immunized one annual revaccination is sufficient.

Field challenge

All laboratory and field studies of the im-
munogenicity of oil-adjuvant FMD vaccine in-
dicated that this type of vaccine induced high
levels of antibody to FMD virus and for longer
periods of time than the conventional aluminum
hydroxide FMD vaccine.

Two countries in South America, Argentina
and Brazil, tested the oil-adjuvant vaccine in large
scale field application programs in comparison
to the standard aluminum hydroxide (saponin)
vaccine. In Argentina about 68,000 cattie were
vaccinated from 1977 to 1981 in Hipolito Yrigo-
yen, Province of Buenos Aires, with oil-adjuvant
FMD vaccine and the incidence of FMD in these
animals compared with that in a cattle population
in the same area vaccinated with commercial
aluminum hydroxide vaccine. Caggiano and
collaborators reported on this experiment in 1982
(5) and the results are summarized in Table 1.

Recently Dora and collaborators in Brazil
published a report (9) comparing the incidence
of FMD during ar epidemic in Bagé, Rio Grande
do Sul, in 1980 in two cattle populations vac-
cinated with aluminum hydroxide and oil-adjuvant

TABLE 1. Field challenge of oil-adjuvant foot-and-mouth disease vaccine,
Hipdlito Yrigoyen, Buenos Aires province, Argentina, 1977-1981

Vaccines

Cattle Aluminum hydroxide Oil adjuv,
Herds vaccinated 1,719 494
Animals vaccinated 620,462 87,715
Herds affected 365 23
Animals exposed 245,516 2,874
Animals diseased 34,373 C o aa
Morbidity/1000 55 7

Source: Data from Caggiano et al. (5).
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EIGURE 1. Expected percentage of protection (EPP)
of cattle for FMD virus subtypes Oy, A4 and Cj.

vaccine respectively. The results of their publica-
tion are summarized in Table 2.

Although in the Argentinian experiment the
number of animals vaccinated with oil-adjuvant
vaccine is considerably smaller than in the control
group, it can clearly be seen that the disease
incidence is greatly reduced in the oil-adjuvant
group. The morbidity rate in the aluminum
hydroxide vaccine group is 55 per 1000 animals
while it is only 7 for the oil-adjuvant group.

Mean of serum protection index

VIRUS C3
1 2 3 4 5 6

Post-revaccination months
Oil-adjuvant vaccine

——— Aluminum hydroxide-saponin vaccine
....... Antigen without adjuvant

FIGURE 2. Mean of serum protection index of cattle
revaccinated with oil-adjuvant, aluminum hydroxide-
saponin or antigen without adjuvant vaccines.

The Brazilian experiment has comparable
cattle populations of over 200,000 animals for
each vaccine type. The morbidity rates for the
aluminum hydroxide vaccine and for the oil-
adjuvant vaccine were 45 and 6 respectively,
which is surprisingly similar to those in the Ar-
gentinian experiment (Table 3). Also very in-
teresting is a comparison of the animals vac-
cinated once or two and more times with the
oil-adjuvant vaccine. The primovaccinated animals

o
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TABLE 2. Field challenge of oil adjuvant foot-and-mouth disease vaccine.
Bagé, Rio Grande do Sul, Brazil, 1980

Oil adjuvant vaccine

Alum, hydr,
Cattle vaccine Total Primovaccinated Revaccinated
Herds vaccinated 1,813 620 316 304
Animals vaccinated 220,532 240,616 87,831 152,785
Herds affected ; 73 20 9 11
Animals exposed 30,780 17,164 5,647 11,517
Animals diseased 9,958 1,646 1,218 328
Morbidity/1000 45 6 14 2

Source: Data from Dora et al, (9).

had a morbidity rate that was lower by two thirds
in comparison to the aluminum hydroxide vaccine.
But the animals vaccinated two or more times with
this type of vaccine had a morbidity rate more
than twenty times lower than the animals vac-
cinated with aluminum hydroxide vaccine.

These figures show that the incidence of FMD
is greatly reduced in animal populations vaccinated
with an oil-adjuvant vaccine. One can only agree
with the conclusion of ‘Dora and his collaborators,
that if all the animals in the particular area had
been vaccinated with an oil-adjuvant vaccine
the incidénce of the disease would have been
insignificant. This opinion is supported by the
observation that the cattle population in Bagé,
which continues to be vaccinated with oil-adjuvant
vaccine, has not had a single case of FMD in the
five years following the described epidemic in
1980, although. there: are still outbreaks of FMD
in Rio.Grande do Sul {(70). However, the incidence
of FMD inRio Grande do Sul has been reduced
sharply as'almost half the bovine population in
this State, 5.5 million animals out of a total of
about 12 million cattle, is now systematically
vaccinated with oil-adjuvant vaccine.

TABLE 3. Morbidity rate (per 1000) of foot-and-mouth
disease in two large scale field challenge experiments
with aluminum hydroxide and oil-adiuvant vaccines

Vaccines
Country Aluminum hydroxide Oil adjuvant
Argentina 1977-81 55 7
Brazil 1980 45 [¢]

PRESENT AND FUTURE FMD
OIL-ADJUVANT VACCINE PRODUCTION

The PAFMDC prepares at present inactivated
oil-adjuvant FMD vaccines for Government field
projects in Argentina, Bolivia, Brazil, Ecuador,
Paraguay, Peru, Uruguay and Venezuela and
keeps a stock of 50,000 vaccine doses for emer-
gency application at outbreaks in disease-free
areas.

The excellent experience with this vaccine in
FMD epidemics in southern Brazil and the great
interest of farmers in the application of this
vaccine lead government authorities in Brazil
to establish oil-adjuvant vaccine production
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laboratories in Campinas (Federal Government)
and Porto Alegre (State Government, Rio Grande
do Sul), which are in operation since 1984.

Private vaccine production laboratories in
Brazil are interested in this vaccine and have
already produced experimental batches. Through
the experience of government field projects,
supported by the PAFMDC, several countries
in South America are also interested in the pro-
duction of this type of FMD vaccine in the near
future. It is therefore very likely that the pro-
duction volume of oil-adjuvant FMD vaccine in
South America will soon increase considerably.
A systematic and massive application of this type
of vaccine mainly in primary endemic areas should
have a profound effect on the epidemiological
situation of FMD on this continent.
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CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA, ANTIGENICA, INMUNOGENICA Y
BIOQUIMICA DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA A-81 ARGENTINA/87

A.'}\/onso F.!, R. Casas O/asébaga‘, R. Graciela Ferndndez?,
" Y.L.Vianna Filho®, M.S. Sondahl*, lvc Gomes’,
P. Augé de Mello',

COMUNICACION BREVE
Situacion de campo™

De 1983 a 1986, la incidencia del virus de la
fiebre aftosa tipo A en Argentina, Uruguay vy el es
tado de Rio Grande do Sul en Brasil fue baja
(Cuadro 1), y la mayoria de las muestras de virus
aisladas correspondian a los subtipos Asas ¥
A-79.

Estudios seroepideriolégicos llevados a cabo
en muestras de campo, realizados a fines de 1986
por el Laboratorio de Diagndstico y Referencia pa-
ra las Américas en el Centro Panamericano de Fie-
bre Aftosa (CPFA), mostraron una variacion antigé-
nica de virus de la fiebre aftosa tipo A en relacion
con el usual A, 4 y aislamientos de campo A-79 en
la Argentina. La situacion de la enfermedad em-
pezé a mostrar caracteristicas alarmantes en ese
pais durante la semana 11 de 1987 (marzo 14-20).
€l nomero de cuadrantes afectados (dispersion
temporal) aumenté considerablemente después de
la semana 16, mucho mas alla de las previsiones
mdas pesimistas (Fig. 1). Durante ese periodo, la
Argentina ademds sufrié una serie de inundaciones
que crearon un intenso movimiento de animales y
la concentracion de animales susceptibles en el area
afectada mvds severamgnte, la Pampa himeda, lo

‘fﬁ'ﬁ%‘?ﬁﬁé)}
Canxa Postal 589, 70001, Rio de Janeiro"RY, Brasil.
’se LAB, Servicios de Laboratorio del Servicio Ni¢ional
de Sanidad Animal, Avenida Fleming 1653, Martinez,
Pcia. Buenos Aires, Argentina.

3 | ARA-RS; Labaratorio-de Apoio Animal, Estrada da
Ponta Grossa 3036, 90000 Porto Alegre, RS, Brasil.
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que contribuyd a agravar la situacion de la enfer-
medad. La regidn norte y la Mesopotamia argentl-
na también fueron afectadas por-la-epidemia. -.. -

La estrecha relacion entre la industria ganadera
argentina y su contraparte en la frontera con Uru-
guay, en conjuncion con la presencia de una
variante del virus A de la fiebre aftosa contri-
buyé al aparecimiento de la enfermedad en el
Uruguay, que se inicid durante la semana 18
de 1987, después de un periodo de calma de
cuatro anos. Esta hipOtesis --esta sostenida. por
las caracteristicas antigénicas similares de los
aislamientos de Uruguay y.de AArgentina. Estas
muestras de campo fueron caracterizadas ,€omo
virus A-81 Argentina/87. wwwew

La frontera argentina, a lo Iargo del rio Uru-
guay, fue el area mas afectada aunque la enfer-
medad se difundio por todo el pais.

La frontera entre el Uruguay y el estado de
Rfo Grande do Sul, en Brasil, no tiene .barre-
ras naturales, lo que facilita la diseminacién del
virus de la fiebre aftosa entre los dos pau’se_'s".
La enfermedad entrd en el estado de Brés_i}@qrani
Ja segunda semana de mayo (semana 19).: ~

La situacidbn epidemiolégica observada en
Rio Grande do Sul mostré6 que la enfermedad
se difundié principaimente en la. region de la
Campaiia. El nimero de focos fue menor que el
observado en Uruguay y Argentina y ellos ocu-
meron después que en estos dos paises (Flg ‘.

N"*

it i

Carammtigemmﬂmm o

Los Servicios de Agrlcultura de la Argentma,
Uruguay y Brasil enviaron al CPFA muestras
de epitelio bovino recolectadas en establecimien-
tos afgctados de la region, De Ias qlversas mues-
tras recibidas, se selecciond la muestra designada
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CUADRO 1. Rebafios afectados por fiebre aftoss de acuerdo con el tipo de virus, por afio, 1980-1986
Tipo de
Pals virus 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986
o) 44 64 13 351 90 10 30
Argentina A 339 429 39 23 6 5 1"
C 37 22 4 196 348 288 316
0 379 60 6 5 12 2 1
Rio Grande do Sul (Brasil) A 19 103 38 8 27 12 7
[} 1 13 11 7 1 5 4
(o] 127 4 1 - 10 15 2
Uruguay A 6 14 2 1 - — 1
Cc - - - 4 6 3 28
140
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FIGURA 1. Distribucién temporal de focos. Argentina, Uruguay y Rio Grande do Sul (Brasii}, 1987
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CUADRO 2. Relacién seroldgica (r) y parentesco (R) de §
. . . ~ o
la cepa de virus de la fiebre aftosa A-81 Argentina/87 ‘g.: ;:.:0:’ N S g9 TYINELD
Cepas r r R s -
p . 1 2 s _
A5 Kelderman-Bélgica <0.02 0.03 <2 }é E% 2338283838856 0
As Allier-Fr/60 <0.02 0.07 <4 3 3 o
Ao Argentina/61 <0.02 0.02 <2 g ‘
Az UK/32 (A119) <0.02 005 <3 £ 5| o '
s [ 2> B nd E < 0 [{e]
As4 Cruzeiro-Br/55 <0.02 0.06 <3 § tzjeceww 8eIBIB8ITEE
A-79 Venceslau-Br/76 <0.02 0.03 <2 o
- i o 1 . -
A-79 Argentina/79 <0.02 0.04 <3 g & % Ss$g88 2I3TLI B3 R
A-85 Sabana-Col/85 <0.02 0.08 <4 2 4
A-81 Uruguay/79 0.25 0.25 25 a E
A-81 Brasil/81 0.50 0.42 46 hi} ©
A-81 Argentina/81 065  0.42 52 B 8%, 8 -~
2 2050 %0 wo b
A-81 Argentina/87 1.00 1.00 100 Qo o g -5 58 335
§eELo2cTFREEE
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i ~ g ©
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por sueros hiperinmunes heterologos. Ll €A ICICICCCO
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Cobertura inmunologica

Se estudid la cobertura inmunoiobgica de este
virus por las pruebas de seroproteccion (3) y sero-
neutralizacién (4), usando sueros del banco de
sueros del CPFA recolectados de bovinos vacuna-
dos y revacunados. Los resultados se expresaron
como la media de la expectativa porcentual de
proteccion (5, 7) {(Cuadro 4). En Argentina y
Brasil también se realizaron pruebas en bovinos
vacunados y revacunados, cuyos resuitados se
muestran en los Cuadros 5 y 6.

Estudios bioquimicos

Se estudid por “fingerprint” (2) el acido ri-
bonucleico (ARN) de las cepas A-81 Argentina/81
y A-81 Argentina/87 (A-81 Castellanos-Arg/87,
A-81 Rivera-Uru/87 y A-81 Palmar-Br/87) (Fig. 2).
Se estdn realizando otros eswudios como: secuen-
ciamiento del ARN usando probes sintéticos del
Centro de Biologia Molecular (Madrid, Espania),
electroenfocado y andlisis en gel! de poliacrilamida
PAGE.

CUADRO 4. Fiebre aftosa: cobertura de varias cepas vacunales de Europa y América del Sur

Virus de desafio

A-79 Ag Azg A-79 A-81

Pruebas Venceslau Kelderman Cruzeiro Arg/79  Arg/81
EPP 30 DPV suero bovinos

vacunados con A-79 Argentina/79 - - - 61.1 <38.4
EPP 30 DPR suero bovinos

revacunados con A-79 Argentina/79 - - - 90.1 52.3
EPP 30 DPV suero bovinos

vacunados con A, 4 Cruzeiro-Br/55 - - 67.5 — <375
EPP 30 DPR suero de bovinos

revacunados con A, 4 Cruzeiro-Br/55 - - 91.9 - 79.3
EPP 30 DPV suero bovinos

vacunados con As Kelderman-Belg. - 61.2 - - <39.0
EPP 30 DPR suero bovinos

revacunados con A Kelderman-Belg. - 83.3 - - 56.0
EPP 30 DPV suero bovinos

vacunados con A-79 Venceslau-Br/76 68.8 -~ - - <39.0
EPP 30 DPR suero bovinos

revacunados con A-79 Venceslau-Br/76 91.7 - - — 51.3
EPP 30 DPV suero bovinos

vacunados con A, 4 Cruzeiro + A-79 Vencesiau 59.6 - 62.0 - <38.1
EPP 30 DPR suero bovinos

revacunados con A, 4 Cruzeiro + A-79 Venceslau 94.9 - 94.9 - 76.5

EPP = Expectativa porcentuat de proteccion. Limite inferior
DPV = Dras posvacunacion. DPR = Dias posrevacunracién.

de confianza (0,95).
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CUADRO 5. /nmunidad cruzada en bovinos a las tres semanas de vacunados, realizads en SELAB, Argentira
Virus de desafio
A-79 A-81 A-81 A-81 A-81
Arg/79 Arg/81 Arg/87 Arg/87 Arg/87
Vacunas {Utracédn) (25 de Mayo) {Castellanos)
A-79 Argentina/79 14/167 - - - 7/16
A-79 Argentina/79 + A-81 Argentina/81 10/10 10/10 9/10 8/10 10/10

2Bovinos protegidos/bovinos vacunados.

CUADRO 6. /Inmunidad cruzada en bovinos vacunados y revacunados, realizada en LARA-Porto Alegre, Brasil

Virus de desafio

Vacunas

A-79 Venceslau/76

A-81 Argentina/87 (Castelianos)

Bovinos vacunados con A-81 Casteilanos/87

Bovinos revacunados con
A, 4Cruzeiro-Br/55 + A-79 Venceslau-Br/76

- 16/167

16/16 16/16

4Bovinos protegidos/bovinos vacunados.

Medidas tomadas

Después de la subtipificacion de las muestras
de campo en el CPFA, los paises fueron notifica-
dos en 24 horas sobre las variaciones antigéni-
cas de las cepas A-81 Argentina/87. Ademis,
por las pruebas de seroneutralizacion y sero-
proteccion usando sueros del banco de sueros
del CPFA, en una semana se pudo determinar
la cobertura inmunoldgica de las cepas vacu-
nales cominmente usadas en el area contra el
A-81 Argentina/87 (Cuadro 4). _

En todas las éreas afectadas se prohibieron fe-
rias y exposiciones de animales. E! movimiento
de rebafios para abate solo se permitio después
de ia confirmacion de la ausencia de la enfermedad
en el establecimiento de origen. Se prepararon va-
cunas monovalentes con la cepa A-81 Argentina/
81 o A-81 Argentina/87 vy, en algunos casos, esta
ultima se esta incluyendo en la vacuna trivalente.

Las medidas tomadas fueron:

a) Vacunacibn masiva con vacuna mono-

valente A-81 Argentina/87 en Rio Grande
do Sul {Brasil) y Uruguay.

b) Vacunacién selectiva con vacuna monova-
lente A-81 Argentina/81 en Argentina.
c) Adelantar el programa regular de vacuna-
cidén usando la vacuna trivalente normai.
Actualmente se ha observado una nitida dismi-
nucién de la incidencia y la cepa A-81 Argentina/
87 no ha sido encontrada en ningin 4rea de Brasil
0 en cualauier otro pails.
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SHORT COMMUNICATION
Field Situation

From 1983 to 1986 the incidence of foot-and-
mouth disease virus (FMDV) type A in Argentina,
Uruguay and the state of Rio Grande do Sui
(Brazil) was low (Table 1) and the majority of
the virus samples isolated corresponded to sub-
type A24 and A-79.

Seroepidemiologic studies constantly carried
out on field samples by.the Diagnostic Reference
Laboratory for the Americas at the Pan American
Foot-and-Mouth Disease Center (PAFMDC) re-
vealed, late in 1986, an antigenic variation of
FMDV type A in relation to the usual A, 4 and A-
A-79 field isolates in Argentina. The FMD situa-
tion started to present alarming characteristics
in that country by the 11th week of 1987 (March
14-20). The number of affected grids (spacial
dispersion) increased notably after the 16th
week, going well beyond the most pessimistic
forecast (Fig. 1). During that period, Argentina
also suffered a series of fioods which created an
intense animal movement and concentration of
susceptible animals in the more severely affected
area, humid Pampa, thus contributing to the
aggravation of the diseasg situation. The north-

L pan Americary ‘F’Udt;and,—Moﬁih Disease Center (PAHO/
WHO),"“Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro, RJ,
Brasil.

2 SELAB, Servicios de Laboratorio del Servicio Nacional
de Sanidad Animal, Avenida Fleming 1653, Martinez,
Pcia. Buenos Aires, Argentina.

3 LLARA-RS, Laboratorio de Apoio Animal, Estrada da
Ponta Grossa 3036, 90000 Parto Alegre, RS, Brasil,

V.M. Astudillo?!,

H.G. Bahnemann*

ern region and the Argentinian Mesopotamia
also were affected by the epidemics.

The close relationship between the Argentlman
livestock industry and its “counterpart on the
Uruguayan border, in conjuction with the pre-
sence of a variant of the FMDV-A may have
cantributed to the surge of FMDV in Uruguay,
which started during week 18 of 1987, after a
fairly calm period of four years. This hypothesis
is also supported by the similar antigenic char-
acteristics of the isolates from Uruguay and
Argentina. These field sampies were charactenzed
as FMDV A-81 Argentina/87.

The Argentinian border area along the Uruguay
river was the most affected area, although the
disease spread all over the country.

The border between Uruguay and the state of
Rio Grande do Sul, in Brazil, has no natural
barriers, which is faciiitating the diffusion of
FMDV between these countries. The disease
entered that state of Brazil during the second
week in May (week 19).

The epidemiological situation observed in
Rio Grande do Sul showed that the disease spread
mainly throughout the Campanha region. The
number of outbreaks was lower than that ob-
served in Uruguay and Argentina and they oc-
curred later than in these two countries (Fig. 1}:

Antigenic Characterization

Bovine epithelial samples were received from
the Agriculture Services of Argentina, Uruguay
and Brazil which were collected from-affected
farms in the region. From the different samples
received, we selected the sample designated
A-81 Argentina/87, originaliy from the county
of Castellanos, province of Santa-Fé; as the most
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TABLE 1. Herds affected by foot-and-mouth disease according to type of virus by year. 1980-1986
Type of '
Country virus 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986
0 44 64 13 351 90 10 30
Argentina A 339 429 39 23 6 5 11
c 37 22° 4 196 348 288 316
(o] 379 60 6 5 12 2 1
Rio Grande do Sul (Brazil) A 19 103 38 8 27 12 7
[} 1 13 1" 7 1 5 4
0 127 4 1 - 10 16 2
Uruguay A 6 14 2 1 — 1
c - - - 4 6 3 28
140
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FIGURE 1. Time distribution of outbreaks. Argentina, Uruguay and Rio Grande do Sul (Brazil), 1987
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immunological Coverage

The immunological coverage of this virus
was studied by the mouse protection test (3)
and seroneutralization test (4), using sera from
our serum bank, taken from vaccinated and
revaccinated cattle. Results are expressed as
mean expected percentage of protection (5, 7)
in Table 4. Also Argentina and Brazil have carried
out tests in vaccinated and revaccinated cattle.
Results are shown in Tables 5 and 6.

Biochemical Studies

The ribonucleic acid (RNA) of the strains
A-81 Argentina/81 and A-81 Argentina/87 (A-81
Castellanos-Arg/87, A-81 Rivera-Uru/87 and A-81
Palmar-Br/87) were studied by fingerprinting
(2) (Fig. 2). Other studies in prograss are: RNA
sequencing using synthetic probes from Centro de
Biolegia Molecular (Madrid, Spain), electro-
focusing and polyacrylamide geis (PAGE) anglysis.

TABLE 4. Foot-and-mouth disease: coverage of several vaccine virus strains from Europe and South America

Challenge virus

A-79 Asg Aqg A-79 A-81

Tests Venceslau Kelderman Cruzeiro Arg/79  Arg/81
EPP 30 DPV bovine serum

vaccinated with A-79 Argentina/79 - - 61.1 <38.4
EPP 30 DPR bovine serum

revaccinated with A-79 Argentina/79 — - 90.1 52.3
EPP 30 DPV bovine serum

vaccinated with A,4 Cruzeiro-Br/565 - 67.5 - <37.5
EPP 30 DPR bovine serum

revaccinated with A, 4 Cruzeiro-Br/55 - 91.9 - 79.3
EPP 30 DPV bovine serum

vaccinated with A5 Kelderman-Belg. 61.2 - - <39.0
EPP 30 DPR bovine serum

revaccinated with As Kelderman-Belg. 83.3 - - 56.0
EPP 30 DPV bovine serum

vaccinated with A-79 Venceslau-Br/76 ©68.8 - — - <39.0
EPP 30 DPR bovine serum

revaccinated with A-79 Venceslau-Br/76 91.7 - — — 51.3
EPP 30 DPV bovine serum

vaccinated with A4 Cruzeiro+ A-79 Venceslau 59.6 — 62.0 - <38.1
EPP 30 DPR bovine serum

revaccinated with A, 4 Cruzeiro + A-79 Venceslau 94.9 - 94.9 - 76.5

EPP = Expected percentage of protection. Lower confidence limit (0.95).

DPV = Days post-vaccination.

DPR = Days post-revaccination.
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TABLE 5. Cross immunity three weeks vaccinated cattle performed in SELAB, Argentina
Challenge virus

A-79 A-81 A-81 A-81 A-81

Arg/79 Arg/81 Arg/87 Arg/87 Arg/87
Vaccines {Utracén) (25 de Mayo) {Castelianos)
A-79 Argentina/79 14/162 - - - 7/16
A-79 Argentina/79 + A-81 Argentina/81 10/10 10/10 9/10 8/10 10/10

#Protected cattle/vaccinated cattle.

TABLE 6. Cross immunity in vaccinated and revaccinated cattle performed in LARA-Porto Alegre, Brazil

Challenge virus

Vaccines

A-

79 Venceslau/76 A-81 Argentina/87 (Castelianos)

Vaccinated cattle with A-81 Castellanos/87

Revaccinated cattle with
A, 4Cruzeiro-Br/55 + A-79 Venceslau-Br/76

16/167

16/16 16/16

8Protected cattle/vaccinated cattle.

Measures Taken

After subtying of field samples at the PAFMDC
the countries were notified in 24 hours, about
antigenic variations in strains A-81 Argentina/87.
In addition to the above, the immunologic cover-
age of vaccine strains normally used in the area
against A-81 Argentina/87 could be determined
within a week by seroneutralization and mouse
protection tests using our serum bank (Table 4).

Animal fairs and expositions were prohibited
in all affected areas. Movement of herds for
the purpose of slaughter were only permitted
after confirmation of absence of disease from
the farm of origin. Monovalent vaccines with the
strains A-81 Argentina/81 or A-81 Argentina/87
were prepared and in some cases this strain is
being added to trivalent vaccine.

Measures taken were as follows:

a) Massive vaccination with monovalent A-81

Argentina/87 vaccine in Rio Grande do
Sul and Uruguay.

b) Selective vaccination monovalent A-81 Ar-

gentina/81 vaccine in Argentina.

c) Advance regular vaccination program using

the normal trivalent vaccine.

At present, a clear decrease in incidence of
disease is observed and strain A-81 Argentina/87
has not been found in any areas of Brazil or
any other countries.
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RESUMENES

ABSTRACTS

AKHTAR, S. & NAEEM, K.

Texto en inglés. Pakistan Vet. J. 5{3):1 38-139, 1985. (Vet.Bull. 56(3): abstr. 1493, 1986). [Anim.

Sci. Inst., N.A.R.C., Islamabad, Pakistan].
Modelos de anticuerpos de fijacion del comple-
mento en vacas y terneros de bafalos tras vacuna-
¢ion antiaftosa

Seis novillos Shorthorn lltawara australianos y
seis terneros de bufalos inoculados con vacuna de
cultivo celular preparada en Pakistdn que contenia
jos antigenos tipos A y O del virus aftoso desarro-
flaron anticuerpos de fijacion del complemento
después de 7 dias, y alcanzaron un pico después de
tres semanas. Los titulos fueron elevados y persis-
tieron por mas tiempo en los terneros de bafalo
que en los de Shorthorn. Los titulos de anticuer-
pos para el tipo O fueron mas altos y persistieron
por més tiempo que los del tipo A.

ANDERSON, E.C.

Patterns of complement fixing antibodies in cow
and buffalo calves following foot and mouth
disease vaccination

Six Australian lllawara Shorthorn calves and
six buffalo calves injected with cell-culture vaccine
prepared in Pakistan, containing both A and O
types of aphtovirus antigen, developed ccmple-
ment-fixing antibody after 7 days, which reached
a peak after 3 weeks. The titres were higher and
persisted longer in buffalo calves than in the
Shorthorn calves. Antibody titres to type (0]
were higher and lasted longer than titres to type A.

Texto en inglés. Res. Vet. Sci. 40(2):278-280, 1986. (FMD Bull. 24(2}:86/29, 1986 ). [Anim. Virus
Res. Inst., Pirbright, Woking, Surrey, GU24 ONF, U.K.]

Posibilidad de transmision de fiebre aftosa de bifa-
lo africano (Syncerus caffer) a bovinos

Los virus de la fiebre aftosa tipos SAT-1 vy
SAT-2 aislados de bovinos enfermos y de bufalos
portadores, tanto en el mismo establecimiento
como en una misma area ecolOgica en un corto
periodo de tiempo entre un aislamiento y otro,
fueron comparados por mapeo del oligonucleodtido
T,. No se observo semejanza entre los dos mapas
obtenidos, lo que indicod que las diferentes pobla-
ciones de virus eran Gnicas para cada especie y que
no ocurrié transmision entre las especies.

Potential for the transmission of foot and mouth
disease from African buffalo (Syncerus caffer) to
cattle

Foot and mouth disease viruses of types SAT 1
and SAT 2 isolated from diseased cattle and carrier
buffalo, either on the same farm or in the same
ecological area within a short time of each other,
were compared by T, oligonucieotide mapping.
No similarity was observed between the maps ob-
tained, indicating that the different populations
of virus were unique to each species and that the
interspecies transmission had occurred.

ARAFA, M.H., MAZLOUM, K., DEEB, S., MOUSSA, A.A.M.
Texto en inglés. Assiut Vet. Med. J. 13(25):39-48, 1984. (Vet. Bull. 56(7): abstr. 4338, 1986).

[Dep. Path., Fac. Vet. Med., Beni Suef, Cairo Univ., E

Replicacion y efectos citopaticos de virus aftoso
en una linea celular derivada de rifion de embrion
de bafalo

La susceptibilidad de la l{nea celular de rifion
de embrion de bafalo (BFEK) al virus de la fiebre

gypt]
Replication and cytopathic effects of foot-and-
mouth disease virus in a cell line derived from
buffalo embryonic kidney

The susceptibility of a buffalo embryonic
kidney cell line (BfEK) to aphtovirus (0,/2/72)
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aftosa (0;/2/72) fue comparada con la de la linea
celular BHK, ;. En las dos lineas, el periodo laten-
te de dos horas fue seguido por un aumento gra-
dual de! titulo que alcanzd su méaximo a las 10-12
horas después de la infeccion. La mayor produc-
cion fue de 7,95-8,45 log; o DICTso/ml. Los efec-
tos citopaticos, con dilatacion seguida de contrac-
cion y arredondeamiento fueron similares para las
dos Iineas celulares. La linea celular BfEK se reco-
mienda para el aislamiento primario, diagnostico y
estudios de las propiedades del virus aftoso.

BAYRAMOGLU, 0.S. & BURGUI, A,

was compared with that of a baby hamster kidney
cell line (BHK:;). In both cell lines, a latent
period of about 2 hours was followed by a gradual
increase in titre which reached a maximum 10-12
hours after infection. The maximum vyield was
7.95-8.45 log;o TCiDso/ml. Cytopatic effects,
with swelling followed by shrinkage and rounding
were similar in the two cell lines. The BfEK cell
line is recommended for primary isolation, diag-
nostic purposes and studies of the properties of
aphtovirus.

Texto en turco. Doga Veterinerlik ve Hayvancilik 9 (2}: 133-143, 1985. {Vet. Bull, 57 (5): abstr.
2602, 1987). [Sap. Kontrol ve Arastirma Enst., Ankara, Turkey]

Estudios sobre el efecto de diferentes temperaturas
de almacenamiento en los valores inmunitarios de
las vacunas antiaftosa preparadas con diversos
adyuvantes e inactivantes

Se uso6 el formaldehido y la etileneimina binaria
{BE1) como inactivantes y el hidroxido de alumi-
nio y la bentonita como adyuvantes de los tipos
0, y A, de los virus de la fiebre aftosa desarrolla-
dos en monocapas de células BHK 21 y en cultivos
en suspension. El contenido del antigeno 146S de
la vacuna de tipo O, disminuy6 con el formaldehi-
do pero no con la BEI y no fue afectado en la va-
cuna del tipo A, , por ningan inactivante. El alma-
cenamiento de las vacunas a 26 y 37°C durante 15
dias redujo su antigenicidad e inmunogenicidad en
pruebas en cobayos, pero el almacenamiento a 40C
fue estable por lo menos durante 12 meses. El con-
gelamiento a -20°C tuvo efectos adversos en las va-
cunas que contenian hidroxido de aluminio pero
no en las que contenian bentonita.

BELWAL, L.M., PALANISAMY, R,
RAMANNA, B.C., SRINIVASAN, V.A.

NAGAIAH,

[Studies on the effect of different storage temper-
atures on the immunity values of FMD vaccines
prepared with different adjuvants and inactivants]

Formaldehyde and binary ethylene imine
(BE!) were used as inactivants and aluminium
hydroxide and bentonite as adjuvants for types
0, and A,, FMD viruses grown in BHK 21
cell monoiayers and suspension cultures. The 146S
antigen content of the type O; vaccine was de-
creased by formaldehyde but not by BEI and was
not affected in type A,, vaccine by either inact-
ivant. Storage of the vaccines at 26 and 370C
for 15 days reduced their antigenicity and im-
munogenicity in tests on guinea pigs, but with
storage at 40C the vaccines were stable for at least
12 months. Freezing at -200C had an adverse
effect on vaccines containing aluminium hydro-
xide but not on those containing bentonite.

K., KALANIDHI, AP., JAGANNATHA, HM,,

Texto en inglés. Rev. sci. tech. Off. int. Epiz. 5 (3}: 723-730, 1986. {Indian Immunol., Hyderabad

500 004, india]
Estudio serolégico del virus aftoso de tipo A en
India

Se ha efectuado un estudio serolégico compara-
tivo de cepas de virus aftoso de tipo A aisladas en
distintas regiones de la India empleando el micro-
método de neutralizacién bidimensional. El estu-
dio comparativo se refiri6 a las cepas que se
utilizan o proponen actualmente para preparar

Serological study of foot and mouth disease virus
type A in India

Serological comparisons among type A Indian
FMD virus isolates from different parts of the
country were made using the two-dimensional
microneutralisation test. Current vaccine strains
and candidate vaccine strains were employed for
reference. More than one distinct antigenic group
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vacunas, con lo que se pudieron identificar varios
y distintos grupos antigénicos entre los virus afto-
sos.de tipo A. La cepa:A India 7/82 presenta un
amplio espectro antigénico, seguida por !a cepa
Ay, India- 57/79, mientras que las cepas A india
85/79 y A Holanda se caracterizan por espectros
estrechos. La diversidad antigénica de los virus de
tipo A en India demuestra que debe compararse en
detalle una cepa propuesta como cepa vacunal con
cepas representativas aisladas en las diferentes re-
giones del pais para cerciorarse que su espectro an-
tigénico es lo bastante amplio para cubrir la totaii-
dad del subcontinente.

in type A FMD virus could be identified. A broad
antigenic spectrum was exhibited by A India 7/82
tollowed by A,, India 57/79 whiie A India 85/79
and A Holland showed narrow spectra. The anti-
genic diversity among type A viruses in India
indicated that a proposed candidate vaccine strain
needs to be thoroughly compared with represent-
ative isolates from various Indian territories to
establish its wide antigenic spectrum as required
for the vast sub-continent.

BLACK, L., NICHOLLS, M.J., RWEYEMAMU, M.M., FERRARI, R.L., ZUNINO, M.A.
Texto en inglés. Res.. Vet. Sci. 40 (3}: 303-307, 1986. (FMD Bull. 24 (3): 86/53, 1986). [Welicome
FMD Vaccine Lab., Pirbright, Surrey GU24 ONQ, UK]

Vacunacion antiaftosa: .un estudio multifactorial
de la influencia de la dosis de antigeno e inmund-
genos potencialmente competitivos en la respuesta
de bovinos de diferentes edades

Grupos de 68 y 66 bovinos de 12 y 24 meses de
edad respectivamente fueron divididos en 16 gru-
pos e inoculados con vacunas antiaftosa contenien-
do cepas de los virus O, Campos, A,4 Cruzeiroy
C; Pando. L.a masa de} antigeno 140S de las valen-
cias O; y A, 4 era variada mientras que para el C3
se mantuvo constante. Comparaciones multifacto-
riales entre los titulos de los anticuerpos seroneu-
tralizantes a los 21 dias mostraron que en la mayo-
ria de la gama hubo una relacion linear dosis res-
puesta log. Al doblar la dosis de antigeno aumenta-
ron los titulos de anticuerpos séricos contra los vi-
rus As4 Cruzeiro y O; Campos en aproximada-
mente 0,15 log; ¢. El antigeno A,, fue cerca de
30 veces: mds inmunogénico que el Q,, y el C;
estaba-entre los: dos. -Con dosis mds altas de anti-
geno las: respuestas se nivelaron y-ese nivel depen-
dié del inmunogeno administrado. No hubo
diferencias entre las respuestas de los bovinos de
12 y 24 meses de edad y tampoco hubo evidencia
de la inhibicién competitiva o aumento entre las
cepas de virus de las vacunas.

Foot and mouth disease vaccination: a multifac-
torial study of the influence of antigen dose and
potentially competitive immunogens on the re-
sponse of cattle of different ages

Groups of 68 and 66 cattle aged 12 and 24
months respectively were each subdivided into 16
groups and inoculated with foot and mouth dis-
ease vaccines containing O; Campos, A, 4 Cruzeiro
and C; Pando virus strains. The 140S antigen mass
of the O, and A, 4 valencies was varied while that
of C3 was held constant. Multifactoria! compari-
sons betwéen the 21 day serum neutralising
antibody titres showed that over most of the range
there was a linear log dose response relationship.
Doubling the antigen dose increased the serum
antibody titres against both A,4 Cruzeiro and
0, Campos by approximately 0.15 log,,. The
A,4 antigen was about 30 times more immuno-
genic than .the, O; with C;. intermediate between
the two. At high antigen dose the responses flat-
tened but the level at which this occurred de-
pended on the immunogen administered. No dif-
ference could be demonstrated between the
responses of 12- and 24-month-old cattle and there
was no evidence of competitive inhibition or
enhancement between the virus strains included in
the vaccines.
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BOLWELL, C., PARRY, N.J., ROWLANDS, D.J.,, BROWN, F,, OULDRIDGE, E J.

Texto en inglés. /n Brown, F., Channock, R.M., Lerner, R.A. eds. Vaccine 86: New Approaches to
Immunization. Cold Spring Harbour Laboratory, 1986, 51-65. (FMD Bull. 24 (2):86/22, 1986). [Well-
come Biotechnology Ltd., Ash Road, Pirbright, Woking, Surrey GU24 ONQ, UK]

Variantes de virus de fiebre aftosa con amplio y
limitado espectro antigénico

Aislamientos de virus del serotipo A de Asia
muestran una variacién antigénica intratipica con-
siderable. Sin embargo, el antisuero de un aisla-
miento A,, lraq 24/64 neutraliza varios aislamien-
tos de diferentes fuentes. Este espectro antigénico
amplio es importante para !a aplicacion de las va-
cunas existentes y el disefio de nuevas vacunas.
Cuatro clones de cosechas de este virus con pasa-
jes previos en dos cultivos celulares diferentes fue-
ron usados en la preparacion de antisueros. Los an-
tisueros para dos de estos clones neutralizaron ios
cuatro clones, el aislado original y una seleccion de
aislados de campo, lo que demostrd que el espec-
tro antigénico amplio es una propiedad de los clo-
nes individuales y no una consecuencia de una
mezcla estable de virus. El antisuero para un tercer
clon neutralizé el clon, el clon remaneciente y el
virus original, mientras que para el cuarto clon solo
neutralizd homodlogamente. Estos dos clones fue-
ron definidos como teniendo espectros antigénicos
estrechos. Los clones de espectros antigénicos am-
plios tenian un tamafio de placa relativamente
grande en monocapas de células BHK y crecieron
muy poco en suspensiones de células de BHK. Al
contrario, los clones de espectro antigénico estre-
cho dieron placas pequefias y crecieron bien en
suspensiones celulares. Esta diferencia de creci-
miento en los dos tipos de células puede estar rela-
cionada con la relativa habilidad de las variantes
de unirse a las células. El isoelectroenfocado de
las proteinas del cépside y el mapeo de la ribo-
nucleasa T, del ARN del virus revelaron diferen-
cias entre las dos categorias de virus. Entretanto,
no se encontraron diferencias en la secuencia de
los aminoacidos 141-160 del capside de la proteina
VP1 que ha demostrado ser inmunodominante en
otras cepas de virus. Esto sugiere que el espectro
antigénico es una propiedad de una estructura mas
compleja. Sin embargo, espectro antigénico am-
plio, tamafio de placa mayor e inhabilidad de cre-
cimiento en suspensiones celulares no fueron pro-
piedades inseparables. Por un pasaje secuencial de

Foot and mouth disease virus variants with broad
and narrow antigenic spectra

Isolates of virus of serotype A from Asia show
considerable intratypic antigenic variation. How-
ever, antiserum to one isolate A,,, lraq 24/64
neutralizes many isolates from diverse sources.
Understanding the basis for such a broad antigenic
spectrum is impecrtant for the application of
existing vaccines and the design of new vaccines.
Four clones from harvests of this virus with two
different tissue culture passage histories were used
for the preparation ot antisera. The antisera to
two of these clones neutralized all four clones, the
parental isolate and a selection of field isolates,
demonstrating that the broad antigenic spectrum
is a property of the individual clones and not a
consequence of a stable mixture of viruses. Anti-
serum to a third clone neutralized the clone, the
remaining clone and the parental virus, while that
to the fourth clone only neutralized homolagous-
ly. These two clones were defined as having a
narrow antigenic spectra. The broad antigenic
spectrum clones had a relatively large plaque size
in BHK monolayer cells and grew only poorly in
BHK suspension cclls. In contrast the narrow
antigenic spectrum clones gave small plagues and
grew well in suspension cells. This difference in
growth in the two cell types could be correlated
with the relative abilities of the variants to attach
to the cells. Isoelectric focussing of the capsid
proteins and ribonuclease Ty mapping of the
virus RNA revealed differences between the two
categories of virus. However, no differences were
found in the sequence of amino acids 141-160
of the capsid protein VP1 which has been found
to be immuno-dominant in other strains of the
virus. This suggests that the antigenic spectrum
is a property of a more complex structure. How-
ever, broad antigenic spectrum, large plaque size
and the inability to grow in suspension cells
were not inseparable properties. By sequential
passage of clones in suspension calls, variants
have been isolated with different combinations
of properties.
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clones en suspensiones celulares se aislaron varian-

tes con diferentes combinaciones de propiedades.

BROEKHUIJSEN, M.P., BLOM, T, KOTTENHAGEN, M., POUWLES, P.H., MELOEN, RH,,

BARTELING, S.J., ENGER-VALK, B.E.

Texto en inglés. Vaccine 4 (2): 119-124, 1986. [Med. Biol. Lab. TNO, Lange Kieiweg 139, 2288 GJ

Rijswijk, The Netherlands]
Sintesis de proteinas de fusidn que contienen
determinantes antigénicas del virus aftoso

Parte del genoma del virus de la fiebre aftosa ti-
po O,, BFS, que incluye la secuencia de codifica-
cion del capside del polipéptido VP1 fue clonada
en Escherichia coli siguiendo una nueva técnica de
clonaje. El clon que contenia la secuencia VP1
fue usado para la construccion de dos plasmidios
de expresién que codificaron la proteina de fusién
VP1. Subsecuéntemehte, ‘cantidades importantes
de las dos proteinas de fusidon VP1-B-galactosidasa
que contenian una (regién de aminoacido 140-
160) o dos (regiones de aminodcidos 140-160 vy
200-213) determinantes antigénicas del virus, fue-
ron sintetizadas por fa bacteria E. coli. La protei-
na conteniendo la regién_del aminoacido 140-160
del VP1 fusionada a ja (-galactosidasa indujo
eficientemente anticuerpos en conejos que reaccio-
naban especificamente con el virus aftoso tipo Oy,
BFS. La misma proteina también fue capaz de pro-
ducir anticuerpos neutralizantes. La proteina de
fusién que contenia ambas determinantes antigéni-
cas no indujo eficientemente anticuerpos reaccio-
nantes con el virus aftoso.

BROWN, E.

Synthesis of fusion proteins containing antigenic
determinants of foot and mouth disease virus

Part of the genome of foot and mouth disease
virus (FMDV) type O1, BFS, including the sequen-
ce encoding the capsid polypeptide VP1, was
cloned in Escherichia coli following a new cloning
strategy. The clone containing the VP1 sequence
was used for the construction of two expression
plasmids encoding VP1 fusion proteins. Sub-
sequently, substantial amounts of the two VP1-
B-galactosidase fusion proteins, containing either
one (amino acid region 140-160) or two (amino
acid regions 140-160 and 200-213) antigenic
determinants of the virus, were synthesized by
E. coli bacteria. The protein containing the amino
acid region 140-160 of VP1 fused to fB-galacto-
sidase efficiently induced antibodies in rabbits
specifically reacting with FMDV type O1, BFS.
The same protein was also capable of eliciting
neutralizing antibodies. The fusion protein con-
taining hoth antigenic determinants did not
efficiently induce antibodies reacting with FMDV.

Texto en inglés. Annales de ['Institut Pasteur 137E (4): 504-508, 1986. [Wellcome Biotechnology
Ltd., Ash Road, Pirbright, Woking, Surrey GU24 ONQ, UK]

Perspectivas para vacunas de péptido sintético
contra la fiebre aftosa

La actividad del péptido 141-160 es suficien-
temente elevada para esperarse que esta secuen-
cia- podria servir de base para una-vacuna. El prin-
cipal- problema que es necesario resolver es la me-
jor forma de presentar el péptido-al sistema inmu-
nolodgico. Ya se sabe que la parte principal de la
respuesta de anticuerpo al péptido no neutralizard
al virus. Si la configuracion del péptido pudiese
ser fijada para que se aseméjara a aquella que adop-
ta en {a particula de virus, parece probable que la
respuesta en anticuerpos del hospedero podria

Prospects for synthetic peptide vaccines against
foot-and-mouth disease

The activity of the 141-160 peptide is suf-
ficiently high to lead to the expectation that
this sequence will serve as the basis for a vaccine.
The major problem which it is necessary to solve
is the best way to present the peptide to the im-
mune system. It is already known that the major
part of the antibody response to the peptide
will not neutralize the virus. If the configuration
of the peptide could be fixed so that it resembled
that which it takes up on the virus particle, it
seems likely that an antibody response which
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ser obtenida con pequefias cantidades de péptido.

El anélisis de rayos X de la particula viral daria la
informacion necesaria.

BUTCHAIAH, G., SEN, A.K., RAQ, B.U.

would protect the host could be achieved
with small amounts of peptide. X-ray analysis
of the virus particle should provide the necessary
information.

Texto en inglés. /ndian Vet. J. 62 (8): 635-642, 1985. (Vet. Bull. 56 (4): abstr. 2121, 1986). {Indian

Vet. Res. Inst., Bangalore 560 024, India]
Acetiletilenimina y etilenimina binaria como inac-
tivantes de vacunas antiaftosa

Las tasas de inactivacion del virus de la fiebre
aftosa de las cepas vacunales tipos O, A, Cy Asia-1
desarroiladas en BHK,; fueron determinadas con
0,05% de N-acetiletilenimina (AEi) a 4, 25 vy
379°C. Las cuatro cepas fueron inactivadas con AEI
a 25 y 379C de acuerdo con cinéticas de primer
orden. El antigeno de fijacion del complemento
(FC) no fue afectado por la AEl y la etilenimina
binaria (BEl). Se comparé en cobayos la potencia
de las vacunas experimentales preparadas con virus
aftoso inactivado con AEIl y BEI con las prepara-
das con formaldehido.

Acetylethylenimine and binary ethylenimine as
inactivants for foot-and-mouth disease virus
vaccines

The rates of inactivation of foot-and-mouth
disease virus (FMDV) types O, A, C and Asia-1
vaccine strains grown in BHK,, suspension cell
culture system were determined with 0.05%
N-acetylethylenimine (AEIl) at 4, 25 and 37°C.
At 25 and 379C AE! inactivated all four strains
according to first-order kinetics. The complement
fixing (CF) antigen was not affected by AE! and
binary ethylenimine (BEIl) inactivation. Experi-
mental vaccines prepared with FMDV inactivated
by AEIl and BE| were comparable in their potency
in guinea-pigs to vaccines prepared with formal-
dehyde.

DIMARCHI, R., BROOKE, G., GALE, C.,, CRACKNELL, V., DOEL,T., MOWAT, N.
Texto en ingiés. Science 232 (4750): 639-641, 1986. [Eli Lilly Res. Lab., Indianapolis, IN 46282,

USA]
Protecciébn de bovinos por un péptido sintético
contra la fiebre aftosa

Un péptido quimicamente sintetizado consis-
tiendo esencialmente de dos regiones separadas
{residuos 141 a 158 y 200 a 213) del cdpside de la
proteina viral {VP1} de la cepa O; Kaufbeuren del
virus de la fiebre aftosa fue preparado libre de
cualquier proteina portadora. Produjo altos nive-
les de anticuerpos neutralizantes y protegié bovi-
nos contra desafio por via intradermolingual por
inoculacion de virus infeccioso. Evaluacion com-
parativa de este péptido con un péptido de sitio
tnico {residuos 141 a 158) en cobayos sugiere la
importancia de los residuos terminales de carboxil
VP1 en aumentar la respuesta de proteccion.

Protection of cattle against foot-and-mouth dis-
ease by a synthetic peptide

A chemically synthesized peptide consisting
essentially of two separate regions (residues 141
to 158 and 200 to 213) of a virus coat protein
(VP1) from the O; Kaufbeuren strain of foot-
and-mouth disease virus was prepared free of any
carrier protein. It elicited high levels of neutraliz-
izing antibody and protected cattle against intra-
dermolingual challienge by inoculation of infec-
tious virus. Comparative evaluation of this peptide
with a single-site peptide (residues 141 to 158) in
guinea pigs suggests the importance of the VP1
carboxyl terminal residues in enhancing the
protective response.
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DOMINGO, E., MARTINEZ-SALAS, E., SOBRINO, F.etal.
Texto en inglés. Gene 40: 1-8, 1985. (FMD Bull. 24 (4): abstr. 86/64, 1986). [Centro Biol. Molecular
(CSIC-UAM), Univ. Auténoma, Canto Bianco, 28049 Madrid, Espaiia]

La naturaleza semejante a especies (muy heterogé-
neas) de poblaciones del ARN del genoma viral:
importancia biol6gica. Revisidon

Se reviso la evidencia de que poblaciones clona-
nadas {0 sin clonar) del ARN de la mayoria de los
virus no consisten de una Unica especie de genoma
de secuencia definida, sino de mezclas heterogé-
neas de genomas relacionados (semejantes a espe-
cies). Debido a las elevadas tasas de mutacion, los
genomas de una poblacién viral semejante compar-
ten una secuencia de consenso pero difieren entre
si y de la secuencia consenso por una, varias 0 mu-
chas mutaciones. Los analisis del genoma viral por
secuenciamiento, fingerprinting, clonaje de cADN,
etc. indican que los ARN de la mayoria de las po-
blaciones virales (semejantes a especies) contienen
todos los sitios posibles de mutaciones de genoma
simple y doble y proporciones variables de triple,
cuadruple, etc. sitios de mutacion. Esta estructura
semejante a especies del ARN de poblaciones vira-
les tiene varias implicaciones teorico-précticas im-
portantes debido a que las mutaciones en solo uno
o en varios sitios pueden alterar el fenotipo dei
ARN viral.

DONALDSON, A.l.

The quasispecies (extremely heterogeneous) nature
of viral RNA genome populations: biological
relevance. A review

We review evidence that cloned (or uncloned)
populations of most RNA viruses do not consist
of a single genome species of defined sequence,
but rather of heterogeneous mixtures cf related
genomes (quasispecies). Due to very high nutation
rates, genomes of a guasispecies virus population
share a consensus sequence but differ from each
other and from the consensus sequence by one,
several, or many mutations. Viral genome analyses
by sequencing, fingerprinting, cDNA cloning etc
indicate that most viral RNA populations (quasi-
species) contain all possible single and double
genomic site mutations and varying proportions
of triple, quadruple, etc site mutations. This
quasispecies structure of RNA virus populations
has many important theoretical and practical
implications because mutations at only one or a
few sites may alter the phenotype of an RNA
virus.

Texto en inglés. Rev. sci. tech. Off. int. Epiz. 5§ (2): 315-321, 1986. [Anim. Virus Res. Inst., Pirbright,

Woking, Surrey GU24 ONF, UK]
Aerobiologia de la fiebre aftosa: presentacion y
recientes progresos

El autor describe el método adoptado para lo-
grar informaciones sobre los focos de fiebre afto-
sa en base a andlisis epidemiologicos y meteoro-
l6gicos. Asimismo, merced a las investigaciones
experimentales de la excrecion, supervivencia y
poder infeccioso del virus aftoso propagado por
via abrea, se han elaborado modelos matematicos
que se pueden utilizar para anticipar el riesgo de
transmision -aérea de la enfermedad en el campo.

FRANCIS, M.J. & BLACK, L.

Aerobiology of foot-and-mouth disease (FMD): an
outline and recent advances

This paper describes how information ob-
tained from epidemiological and meterological
analyses of outbreaks of FMD, together with ex-
perimental investigations on the excretion, survival
and infection by airborne FMD virus, have been
used to develop mathematical models which can
be used to predict the probability of airborne
,FMD in the field.

Texto en inglés. J. Hyg., Camb., 96 (3): 501-511, 1986. [Wellcome Biotechnology Ltd., Ash Road.

Pirbright, Woking, Surrey GU24 ONQ, UK]
Respuesta humoral de cerdas prefiadas a la vacuna-
cion antiaftosa

Cuatro grupos de cerdas fueron inoculadas, una

Humoral response of pregnant sows to foot and
mouth disease vaccination
Four groups of sows were inoculated, zither



50

Bol. Centr, Panam. Fiebre Aftosa 53

o dos veces, con vacuna antiaftosa de emulsion
oleosa con O, BFS 1860 durante la prefiez y se
recolectaron muestras de suero a intervalos por
mas de 300 dias para analisis. Las cerdas prefiadas
respondieron bien a la vacunacion independiente
del estado de gestacion. La vacunacion simple pro-
dujo niveles de anticuerpos de proteccion (> 1,63
logio SNso) en 3 de 4 cerdas mientras que la
vacunacion doble produjo niveles de proteccion en
los 6 animales. Se pudo detectar anticuerpos igM
antiaftosa durante 40-60 dias después de la reva-
cunacion. Anticuerpos antiaftosa 19G aparecieron
a los 10 dias de la vacunacidn y persistieron, en
cada cerda, durante el periodo del estudio. La
respuesta antiaftosa IgA observada fue menos facil
de caracterizar debido a la variacion significativa
de un animal a otro. Aunque no hubo evidencia de
una caida en los titulos de anticuerpos neutrali-
zantes durante un afo después de la vacunacion, la
poblacion de anticuerpos antiaftosa 1gG no mostro
signos de un cambio en su heterogeneidad vy
avidez.

once or twice, with O; BFS 1860 foot and mouth
disease oil emulsion vaccine during pregnancy and
samples of serum, for analysis, were coliected at
intervals for > 300 days. The pregnant sows re-
sponded well to vaccination regardless of their
state of gestation. Single vaccination produced
protective levels of antibody ¢ 1,63 log; oSNsg)
in 3 out of 4 sows while double vaccination pro-
duced protective levels in ali 6 sows tested. Anti-
FMD IgM antibodies could be detected for 40-60
days after vaccination or revaccination. Anti-FMD
1gG antibodies appeared within 10 days of vaccina-
tion and persisted, in each sow, for the duration of
the study. The anti-FMD 1gA response observed
was less easy to characterize due to significant
animal to animal variation. Although there was
no evidence of a fall in the neutralizing antibody
titres over one year post vaccination the anti-FMD
1gG antibody population did show signs of a
change in its heterogeneity and avidity.

FRANCIS, M.J., FRY, C.M., ROWLANDS, D.J.etal
Texto en inglés, J. gen. Virol. 66 (11): 2347-2354, 1985. [Wellcome Biotechnoltogy Ltd., FMD Div,,
Ash Road, Pirbright, Woking, Surrey GU24 ONQ, UK]

Sensilibilizacion inmunologica con péptidos sinté-
ticos del virus de la fiebre aftosa

Una dosis subinmunizante de un péptido sinté-
tico correspondiente a la region de los aminoaci-
dos 141 a 160 de la proteina VP1 del virus aftoso,
subtipo Oy, ligado a la molécula portadora de he-
mocianina (141-160 KLH) sensibilizo el sistema in-
munitario de cobayos para una respuesta de anti-
cuerpos neutralizantes de un subtipo especifico del
virus aftoso a una segunda dosis subinmunizante
del mismo péptido. La sensibilizacion optima re-
quirié un intervalo de 42 dias entre la dosis sensi-
bilizante y la dosis de refuerzo. No se observo sen-
sibilizaciéon en la ausencia de adyuvante. La res-
puesta secundaria no fue limitada por el portador
pues los animales sensibilizados con 141-160 KLH
podian recibir refuerzo con 141-160 sin ligar o
141-160 ligado al toxoide de tétano. También se
demostrd que el péptido 141-160 no ligado sensi-
bilizara para una respuesta de anticuerpo neutrali-
zante cuando incorporado en un portador relati-
vamente no inmunogénico tal como pequefios

Immunological priming with synthetic peptides
of foot-and-mouth disease virus

A sub-immunizing dose of a synthetic paptide
corresponding to the amino acids 141 to 160
region of protein VP1 from foot-and-mouth
disease virus (FMDV), serotype Oy, coupled to
keyhole limpet haemocyanin (141-160 KLH)
has been shown to prime the immune system of
guinea-pigs for an EMDYV serotype-specific neutral-
izing antibody response to a second sub-immuni-
ing dose of the same peptide. Optimal priming
required an interval of 42 days between the
priming dose and the booster dose. No priming
was observed in the absence of adjuvant. The
secondary response -was not restricted by the
carrier since animals primed with 141-160KLH
could be boosted with uncoupled 141-160 or
141-160 coupled to tetanus toxoid. It has also
been shown that uncoupled peptide 141-160 will
prime for a neutralizing antibody response when
it is incorporated into a relatively non-immuno-
genic carrier such as small unilamellar liposomes.

LN



Restimenes — Abstracts

51

liposomas unilamerales. Estos resultados indican
que el péptido 141-160 del virus de la fiebre afto-
sa, al mismo tiempo que contiene un importante
sitio de anticuerpo neutralizante, puede iniciar su
propia respuesta auxiliar a células T.

FRANCIS, M.J., FRY, C.M., ROWLANDS, D.J.,

LERNER, R.A.

These results indicate that the 141-160 peptide
of FMDV, as well as containing an important
neutralizing antibody site, can initiate its own
T-helper cell response.

BROWN, F., BITTLE, J.L., HOUGHTON, R.A,,

Texto en inglés. Paper prepared at 6th Intern. Congr. Immunol., Toronto, Canada. 6-11 July 1986.
Solo el resumen-Summary only. (FMD Bull. 24 (3): abstr. 86/51, 1986). [Wellcome Biotechnology Ltd.,
FMD Div., Pirbright, Woking, Surrey GH24 ONQ, UK]

Un péptido sintético del virus de la fiebre aftosa
que contiene determinantes de las célulasBy T

Un péptido sintético correspondiente a la re-
gion del aminoéacido del VP1 del virus de la fiebre
aftosa, subtipo O,, ligado a la molécula portadora
de hemocianina (141-160 KLH) ha demostrado
previamente producir una respuesta de anticuerpo
neutralizante que puede proteger cobayos contra
la infeccion experimental con esta enfermedad.
En este estudio hemos demostrado que una dosis
subinmunizante de 141-160 KLH sensibilizara para
un virus aftoso neutralizante, particula viral y res-
puesta de anticuerpo del antipéptido 141-160. Es-
ta sensibilizacion requiere adyuvante pero la res-
puesta secundaria no esta limitada por el portador.
Por lo tanto, la actividad neutralizante del virus af-
toso puede ser reforzada en cobayos sensibilizados
con 141-160 KLH usando péptido sin ligar. Ade-
mas, el 141-160 sin ligar incorporado a pequefios
liposomas unilamerales relativamente no inmuno-
genicos o presentados en IFA, con un residuo de
"carboxy terminal cysteine’’, también puede ser
usado para inmunizar animales experimentales.
Estudios in vitro han demostrado que una parte
de este péptido inducira proliferacién especifica de
células T sensibilizadoras. Por lo tanto, parece ser
que el péptido 141-160 del VP1 del virus aftoso no
solo contiene sitios importantes de reconocimiento
de células B sino también un sitio capaz de produ-
cir actividad auxiliar de células T.

GIACHETTI, C., CARILLO, E.C., CAMPOS, R.H.

An FMDV synthetic peptide containing B and T
cell determinants

A synthetic peptide corresponding to the
aminoacid 141-160 region of VP1 from foot and
disease virus (FMDV), serotype O, coupled tc
keyhole limpet haemocyanin (141-160 KLH) has
previously been shown to elicit a neutralizing
antibody response that can protect guinea pigs
against experimental infection with the disease.
In this study we have shown that a sub-immuniz-
ing dose of 141-160 KLH will prime for an FMDV
neutralizing, anti-virus particle and anti-peptide
141-160 antibody response. This priming re-
quires adjuvant but the secondary response is not
restricted by the carrier. Thus, FMDV neutralizing
activity can be boosted in 141-160 KLH primed
guinsa pigs using uncoupled peptide. Furthermore,
uncoupled 141-160 incorporated into relatively
non-immunogenic small unilamellar liposomes
or presented in IFA, with a carboxy terminal
cysteine residue, can also be used to immunize
experimental animals. /n vitro studies have shown
that a portion of this peptide will induce specific
proliferation of primed T cells. Therefore, it
appears that the 141-160 peptide of FMDV VP1
not only contains important B-cell recognition
sites but also a site capable of eliciting T-helper
cell activity.

Texto en inglés. Virus Res. 6: 1-13, 1986. (FMD Bull. 25 (1): abstr. 87/02, 1987). [Centro Virol.

Anim., Serrano 661, 1414 Cap. Fed., Argentina]
Caracterizacion adicional de un mutante morfoge-
nético del virus de la fiebre aftosa

En este trabajo se describe la caracterizacion

Further characterization of a morphogenetic
mutant of the foot-and-mouth disease virus
In this paper we describe further characteriza-
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adicional de un mutante del virus de la fiebre afto-
sa sensible a ia temperatura, el ts 139. Este mutan-
te fue muy sensible a la inactivacion por calor, su-
giriendo que sus particulas virales estan algo al-
teradas. El anélisis electroforético de las proteinas
estructuraies det ts 139 indicé que VP2 tiene una
movilidad alterada. Ademas, dos precursores cono-
cidos de la proteina VP2, VPO y p88, mostraron
estar alterados, como fue p64, que contiene un
papel precursor de VP2 para p64. Los pasos de
montaje de la particula viral ts 139 fueron anali-
zados durante la replicacion viral. El céapside
vacio para completar la tasa de la particula viral
estaba claramente aumentado comparado con el
encontrado para la cepa wt, indicando una alte-
raciébn en el proceso morfogenético. Esto nos
estimuld a investigar la presencia de posibles pre-
cursores virales de bajo coeficiente de sedimenta-
cion que no hubiesen sido descriptos previamente
en células infectadas con virus aftoso. El anélisis
del proceso morfogenético del virus en células 139
infectadas demostr6 la presencia de complejos vi-
rales formados por VPO, VP1 y VP3 que sedmien-
taron un poco mds rapido que el marcador 12S. La
composicion de la proteina, el coeficiente de sedi-
mentacion de este complejo y los resultados de
marcacion en pulso sugieren fuertemente que es un
precursor morfogenético de la particula viral
madura.

GRUBMAN, M J. & MORGAN, D.O.

tion of a foot-and-mouth disease virus (FMDV)
temperature-sensitive mutant, ts 139. This mutant
was very sensitive to heat inactivation, suggesting
that its viral particles are somehow altered. The
electrophoretic analysis of ts 139 structural
proteins indicated that VP2 has an altered mobili-
ty. Furthermore, two known protein precursors
of VP2, VPO and p88, were shiwn to be altered, as
was p64, which supports a VP2 precursor role for
p64. The ts 139 viral particle assembly pathway
was analyzed during viral replication. The empty-
capsid to complete-viral-particle ratio was clearly
increased compared to that found for the wt
strain, indicating an alteration in the morpho-
genetic process. This encouraged us to search for
the presence of possible viral precursors of low
sedimentation coefficient which have not been
described previously in aphtovirus-infected cells.
Analysis of the viral morphogenetic process in
ts 139-infected cells demonstrated the presence
of viral complexes formed by VPO, VP1 and VP3
which sedimented slightly faster that a 12 S
marker. The protein composition, the sedimenta-
tion coefficient of this complex and the puise-
chase results strongly suggest that it is a morpho-
genetic precursor of the mature viral particle.

Texto en ingiés. Virus Res. 6: 33-43, 1986. (FMD Bull. 25 (1): abstr. 87/03, 1987.) [Plum lIsland
Anim. Dis. Center, P.O. Box 848, Greenport, NY 11944, USA]

Comparaciéon antigénica de serotipos de virus de
fiebre aftosa con anticuerpos monoclonales

Las estructuras del capside de los siete serotipos
del virus de la fiebre aftosa han sido comparadas
utilizando una serie de anticuerpos monoclonales
que previamente demostraron reconocer por lo
menos cuatro epitopes distintos en el virus A12.
Una prueba de fijacion radicinmune usando anti-
genos marcados radiactivamente y anticuerpos mo-
noclonales reveld que determinados epitopes de
conformacion dependiente se conservan entre los
subtipos A, mientras que algunos epitopes conii-
nuos se conservan entre los subtipos A asi como en
otros subtipos del virus aftoso. Con base en la reac-
cibn diferencial entre otros subtipos y serotipos

Antigenic comparison of foot-and-mouth disease
virus serotypes with monoclonal antibodies

The capsid structures of the seven serotypes
of foot-and-mouth disease virus have been com-
pared utilizing a series of neutralizing monoclonal
antibodies which were previously shown to recog-
nize at least four distinct epitopes on type A12
virus. A radioimmune binding assay using radio-
actively labeled antigens and the monoclonzal
antibodies revealed that certain conformation
dependent epitopes are conserved among A suh-
types, while some continuous epitopes are con-
served among A subtypes as well as other FMDV
serotypes. On the basis of differential reactivity
among other FMDV subtypes and serotypes two

4
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del virus aftoso se han definido dos epitopes adi-
cionales en la particula del A12. Ensayos de fija-
cién y de neutralizacion revelaron que la presencia
y funcién de un epitope no necesariamente estan
relacionadas.

KNUDSEN, R.C., CARD, D.M., HOFFMAN, W.W.

additional epitopes have been defined on the A12
particle. Binding and neutralization assays revealed
that the presence and function of an epitope are
not necessarily correlated.

Texto en inglés. Antiviral Res. 6 (12): 123-133, 1986. (FMD Bull. 24 {3): abstr. 86/50, 1986). [USDA
Plum Island Anim. Dis. Center, New York 11944, USA]

Proteccion de cobayos contra fiebre aftosa local y
sistémica tras administracion de liposomas de ami-
nosintéticos (Avridina)

La inyeccién de aminolipido sintético, Avridi-
na, en forma de liposomas protegié a cobayos con-
tra el desarrollo de lesiones de virus aftoso inocula-
do por via intraderimal‘en las patas traseras. Los
animales fueron protegidos contra el desarrollo de
vesiculas en‘el sitio de inoculacion asi como el de-
sarrolio sistémico del virus. Después de la aplica-
cién por via intracardiaca de 5-10 mg dosis de li-
posoma Avridina se obtuvo la proteccion maxima.
Dosis mas bajas dieron proteccion menor. Las apli-
caciones por vias subcuténea o intraperitoneal fue-
ron ineficaces. La proteccibn maxima fue a las
0-24 h después de la aplicacion de los liposomas.
Formulaciones de etanol y emulsion de Avridina
podrian dar proteccién cuando inyectadas por via
intracardiaca pero tuvieron efectos toxicos colate-
rales. Los cobayos protegidos contra la primera
inoculacion de virus aftoso con formulaciones de
liposomas y etanol de Avridina continuaron prote-
gidos contra lesiones después de la segunda inocu-
lacién a los 15-45 dias ‘mads tarde. Los titulos de
anticuerpos de proteccion al virus aftoso de estos
animales oscilaron -entre un minimo de 1:10 a
1:1000.

McCAHON, D.

Protection of guinea pigs against local and sys-
temic foot and mouth disease after administration
of synthetic lipid amine (Avridine) liposomes

Injection of the synthetic lipid amine, Avridine,
in the form of liposomes, protected guinea pigs
against the development of lesions from foot and
mouth disease virus (FMDV) inoculated intra-
dermally inte the rear footpads. The animals were
protected against the development of vesicles at
the inoculation site as wel as the systemic spread
of virus. Maximal protection was obtained after
intracardial injection of 5-10 mg doses of lipo-
somal Avridine. Lower doses yielded decreased
protection. Subcutaneous or intraperitoneal routes
of liposomal Avridine injection were ineffective.
Protection was maximal 0-24 h after injection of
liposomes. Ethariol and emulsion formulations of
Avridine could induce protection when injected
intracardially but had toxic side effects. Guinea
pigs protected against the first FMDV inoculation
by liposomal and ethanol formulations of Avridine
continued to be protected against lesions after a
second inoculation 15-45 days later. FMDV
protective antibody titers of these animals ranged
from a low of 1:10 to 1:1000.

Texto en inglés. Rev. sci. tech. Off. int. Epiz. 5 (2):279-297, 1986. [Dept Genetics, Anim. Virus Res.

Inst., Pirbright, Woking, Surrey GU24 ONF, UK]
~'Genética del virus aftoso.

- Et autor revisa ias investigaciones sobre la gené-
tica de! virus aftoso; ‘haciendo especial énfasis. en
los: fendmenos  de -mutacion y de recombinacién
‘que podrian estar en el origen de modificaciones
del virus, asf como et uso de la genética para anali-
zar las funciones del genoma. La tasa de mutacion
del virus aftoso resultd comparable a la de los

The genetics of foot-and-mouth disease virus

Work on the genetics of foot-and-mouth disease
virus is reviewed, with particular emphasis- on
mutation and recombination as possible mecha-
nisms of change in the virus and on the use of
genetics to analyse the functions of the genome.
The mutation rate has been shown to be similar
to that of other RNA viruses and the regions of
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demas virus de ARN. La mutacion unicamente
puede intervenir en algunas partes del genoma don-
de es tolerada y que son deseritas, Se ha efectuado
una investigacion para estudiar el camulg de muta-
ciones en condiciones de campo; naturalments sen
complejos los factores propiciantes, §in QuE forzo-
samente estén en relacion directa con determinado
huésped especial o con la presencia de antlcuerpos.
En el laboratorio, se observo en cuitivo celular una
recombinacién entre serotipos incluse muy aleja-
dos unos de otros. No se refiere a secuenclas espe-
cificas de nucleotidos ni implica una fuerte homq-
logia. Ademds, puede surgir en muchas células di-
versamente infectadas. Por consiguients, por raser:
va de circunstancias y condiciones de seleccion
propiciantes, la recombinacion potencialmente es
capaz de producir grandes cambloes gn ¢l fenatipo
del virus. Las técnicas genéticas permitieron anall-
zar la replicacion del ARN y |a estructura del cép-
side. En el primer caso, se confirm6 p56a en su
papel de polimerasa virica y se puso de manifiesto
la participacion de otra proteina no estructural
{p34). Utilizando anticuerpos monoclonales, se pu-
dieron aislar mutantes del virus O resistentes a la
neutralizacion. Analizando estos mutantes, se pu-
dieron definir en el capside tres lugares antigénicos
gue no coinciden.

MELOEN, R.H. & BARTELING, S.J.

Texto en inglés. Virology 149 (1): 55-63, 1986
PH, Netherlands])
Mapeamiento del epitope de la estructura externa
de la proteina VP1 de tres serotipos diferentes del
virus de la fiebre aftosa

Todos los hexapéptidos superpuestos de estruc-
tura externa de la proteina VP1 de los tipos 04,
A;, y C; reaccionaron con los sueros antivirus
apropiados, subunidad antiviral y anti-VP1. Los re-
sultados sugieren que los sueros antivirus pueden
contener actividades contra la subunidad viral y
VP1 asi como contra el virus. Ademds, los pépti-
dos antigénicos asociados con el viribn intacto de
los tres serotipos se encuentran en lugares similares
en sus respectivos VP1s, y produjeron actividades
neutralizantes cuando usados para vacunar. Los re-
sultados también dan una explicacion para las fre-
cuentes reacciones cruzadas observadas entre los
serotipos, especialmente en la subunidad viral y

the genome in which mutation is tolerated are
described. Work has begun on studying the ac-
cumulation of mutatigng under field conditions;
the factors affegting this are clearly complex and
cannot be attributed directly to particuiar hosts
or the presence of antibody. Recombination has
been shown to occur in tissue culture in the
laboratory between even the most distantly related
serotypes. It doeg not require specific nucleotide
seauenees or extensive homolougy and occurs in
many mixedly infected cells. There, given the op-
portunity and favourable selective conditions, it
has the potential to produce large shifts in the
phenotype of the virus. Genetic techniques have
been applied to the analysis of RNA replication
and capsid structure, |pn RNA replication, the role
of p56a as the viral polymerase has been con-
firmed and the involvement of another non-
strugtural protein (p34) has been demonstrated.
Monccional antibodies have been used to isolate
neutralisation-rgsistant mutants of a type O virus
far which analysis has defined three non-overlap-
ping antigenic sites on the capsid.

. [Central Vet Inst., Edelhertweg 15, Lelystad 8219,

Epitope mapping of the outer structural protein
VP1 of three different serotypes of foot-and-
mouth disease virus

All overiapping hexapeptides of the outer
structural protein VP1 of type O,, type Ay, and
type C, were reacted with the appropriate anti-
virus, anti-viral subunit and anti-VP1 sera. The
results suggest that anti-virus sera may contain
activities against viral subunit and VP1 as well as
against virus. Furthermore the antigenic peptides
associated with the intact virion of all three sero-
types are found at similar locations on their
respective VP1s, and produced neutralizing activ-
ities when used for vaccination. The results often
further offer an explanation for the frequently
observed cross-reactions between serotypes, fs-
pecially at the level of the virai subunit and Pl
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VP1. Se discute la confiabilidad de las predicciones
de péptidos provechosos de perfiles de hidrofilici-
dad vy las predicciones de la estructura secundaria.
Predicciones. basadas en la variacion de perfiles
pueden ser.mas Gtiles,, .

MOWAT, G.N.

Texto en inglés. Rev. sci. tech. Off. int. Epiz.
Road, Pirbright, Woking, Surrey GU24 ONF, UX]
Epidemiologia de la fiebre aftosa en Europa

Después del gran brote de fiebre aftosa que hizo
estragos en 1967-1968, Gran Bretafia ha permane-
cido préacticamente I‘ib:rev de la enfermedad con ex-
cepcion de focos aislados, presentados en las islas
de la Mancha en 1974 y 1981. El autor analiza los
principales factores que contribuyeron a proteger
su pais contra la enfermedad desde hace 17 afios.
En los demas paises europeos esta regresando cla-
ramente la incidencia de la fiebre aftosa, aparte de
Italia y los paises del sudeste europeo. Efectiva-
mente, desde noviembre de 1984, en Italia ocurrie-
ron 152 focos producidos por el virus del subtipo
As. Asimisma, en 1984, el virus Asia 1 procedente
del Medio Oriente provocd dos focos en Grecia,
dentro de la zona tampén de Tracia. En coordina-
cion con la OIE, la Comision europea de la FAO
organizd un programa de vacunacién de emergen-
cia en la zona tampén.

MURDIN, A.D.

The reliability of predictions .of useful - peptides
from hydrophilicity profiles and secondary struc-
ture predictions is questioned. Predictions based
on variation profiles may be more useful.

5 (2): 271-277, 1986. [Anim. Virus Res. Inst., Ash

Epidemiology of foot-and-mouth disease in Europe

Great Britain has remained practically free from
foot-and-mouth disease since the last major out-
break of 1967-1968, with the exception of iso-
lated outbreaks in the Channel Islands in 1974 and
1981. The author analyses the main factors which
have helped to protect the country from the dis-
ease for 17 years. In other European countries
the incidence of the disease is declining, with the
exception of Italy and countries of south-eastern
Europe. 152 outbreaks caused by subtype As of
the virus have occurred in ltaly since November
1984. Also in 1984, type Asia 1 virus of Middle-
East origin caused two outbreaks in Greece, within
the buffer zone of Thrace. Emergency vaccination
campaigns have been conducted in this buffer zone
as a result of joint action by the OIE and the
European Commission of the FAQ.

Texto en .inglés. Vaccine 4 (4): 210-211, 1986. [Dep. Microbiol. Univ. Surrey, Guildford, Surrey GU2

5XH, UK] o
Vacunas antiaftosa de péptidos sintéticos

Vacunas contra la fiebre aftosa de péptidos sin-
téticos han sido estudiadas durante varios afios. In-
formes recientes indican gue se estan desarrollando

vacunas sintéticas para uso en bovinos. Sin:embar--

go, aun hay algunos problemas sin resolver refe-
rentes a la respuesta de-bovinos y otros animales
a esta vacuna. Esta breve revision describe algunos

estudios recientes de vacunas sintéticas contra la-
fiebre aftosa y da atencion a algunas deficien-

cias en el conocimiento de la respuesta de estas
vacunas.

Synthetic peptide vaccines against foot and mouth
disease

Synthetic peptide vaccines against foot and
mouth disease (FMD) have been under examina-
tion for several years. Recent reports indicate
- that effective synthetic vaccines for use in cattle
are being developed. However, there are still some
“unresolved questions regarding the response of
cattle and other- animals to these vaccines. This
brief review describes some recent studies of
synthetic vaccines against FMD and draws atten-
tion to some deficiencies in our understanding
of the response to these vaccines.
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SINGH, E.L., McVICAR, JW., HARE, W.C.D., MEBUS, C.A.
Texto en inglés. Theriogenology 26 (5): 587-593, 1986. (Vet. Bull. 57 (3): abstr. 1292, 1987). [Anim.
Dis. Res. Inst., P.O. Box 11300, Nepean, Ont. K2H 8P9, Canada]

Transferencia de embriones como un medio para
controlar la enfermedad viral. VI1. Exposicion in
vitro de embriones bovinos y porcinos al virus de
la fiebre aftosa

Cuando 169 embriones bovinos con zona peld-
cida intacta fueron expuestos a 10% UFP/ml de
virus de la fiebre aftosa y luego lavados, no se de-
tectd virus infeccioso en ninguno de ellos. Sin em-
bargo se encontrd infecciosidad viral asociada con
14 de 42 embriones bovinos incubados (libres de
zona peldcida) y en menor nimero en embriones
porcinos con zona pelucida intacta. Los embriones
porcinos fueron ensayados individualmente y en
grupos de ocho. Cuatro de los 124 embriones y 2
de los 9 grupos de embriones eran portadores de
virus infeccioso.

Embryo transfer as a means of controlling the
transmission of viral infections. VII. The in vitro
exposure of bovine and porcine embryos to foot-
and-mouth disease virus

When 169 zona pellucida-intact bovine embryos
were exposed to 10° pfu/ml of foot-and-mouth
disease virus and then washed, no infectious virus
was detected on any of the embryos. FMD viral
infectivity was found, however, in association with
14 of 24 hatched (zona pellucida-free) bovine
embryos and in a small number of zona peliucida-
intact porcine embryos. The porcine embryos
were assayed individually and in groups of 8
embryos. Four of the 124 individual embryos and
2 of the 9 groups of embryos carried the infectious
virus.
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