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KARL ELMAR FEDERER

Cuando llegd al Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa, en 1957, lejos estaria de su pensamiento
que iba a desarrollar alli una obra trascendental.
Cuando sintié su salud seriamente quebrantada,
17 afios mds tarde, tuvo que alejarse involuntaria-
mente de sus actividades. Pero su presencia inma-
terial ain se percibe en los laboratorios donde
transcurrieron sus mayores afanes. Por eso, con
su muerte acaecida el 3 de julio de 1980, la Orga-
nizacién Panamericana de la Salud se enluta por
la desaparicion de uno de sus més preclaros fun-
cionarios.

Nacié en Friburgo en 1916 vy alli cursd sus
primeras letras y su educacion secundaria. Sus
estudios superiores los realizé en Berlin, Munich,
Viena y Leipzig donde en 1941 obtuvo su docto-
rado en Medicina Veterinaria con designacion
“Magna Cum Laude”, méxima calificacién uni-
versitaria en la época.

Tras haber padecido los horrores de la guerra
y ya en la vida civil, en 1945 inicid su formacion
profesional en el Instituto de Higiene Animal de
Friburgo junto al Profesor Karl Trautwein, uno
de los grandes maestros de la medicina veterinaria
alemana. En 1948, integrando el equipo del Profe-
sor Waldmann fue contratado por el Gobierno
Argentino para colaborar en los albores de la lucha
antiaftosa en ese pais. Terminados sus servicios
con el gobierno, la actividad privada, en la inci-
piente industria de las vacunas antiaftosas, recla-
mé su concurso y su saber. Permanecié 10 afios
en la Argentina hasta que, en 1957 medio conti-
nente comenzé a disfrutar de sus conocimientos y
su experiencia, al ser incorporado como serélogo
en el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa en
Rio de Janeiro.

All{f tuvo oportunidad de definir conceptos y
establecer normas que hoy se utilizan en todos los
laboratorios de la especialidad. Reconoci6 e iden-
tifico 18 nuevos subtipos del virus de la fiebre
aftosa y los primeros subtipos del virus de la esto-
matitis vesicular en las Américas. Innimeras ve-
ces fue solicitada su cooperacion por los labora-
torios de diagnbstico de la fiebre aftosa de los
paises. A su obra seria y tesonera debe el Centro
Panamericano de Fiebre Aftosa haber sido decla-

rado por los pafses, como el Laboratorio de Re-
ferencia para los virus de la fiebre aftosa en las
Américas. Maestro por excelencia, poseia las apti-
tudes necesarias para formar discipulos, condici6n
reservada a los mejores. Algunos de ellos prosiguen
en el Centro las tareas por €l iniciadas y siempre
bajo la advocacion de su ejemplo y su memoria.
Otros, —los mdas— hoy dirigen los laboratorios
de diagnéstico oficiales y de empresas producto-
ras de vacunas en toda la América del Sur.

Largo seria enumerar la cantidad de congresos,
simposios, reuniones o misiones especiales de las
que participb y larga seria también la lista de sus
trabajos y de las menciones honorfficas que re-
cibio. Pero si su obra realizada en el campo cienti-
fico tiene proyeccién continental, no menos des-
tacadas fueron sus actividades sociales y culturales.
Fue fundador y director de asociaciones de bene-
ficencia en la Argentina y en Brasil. Dedico buena
parte de su tiempo y de sus recursos a las obras de
caridad, a socorrer a enfermos y necesitados y a
reconfortar la fe en sus espiritus.

En sus Gltimos afios, en Alemania, con su salud
parcialmente recuperada, se dedicoé a dictar con-
ferencias que condensaban su experiencia de un
cuarto de siglo en América y su profundo carifio
por estas tierras americanas. El Gobierno de la
Alemania Federal 1o distinguié con la condecora-
cion al Mérito de Primera Clase por sus actividades
cientificas y culturales.

El Centro Panamericano de Fiebre Aftosa rinde
un sentido homenaje a la memoria de un hombre
cuyo paso por sus filas constituyd motivo de
orgullo y de prestigio para la institucion,
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When he came to the Pan American Foot-and-
Mouth Disease Center in 1957, he was undoubt-
edly unaware that he would there develop and
leave behind transcendental accomplishments. And
when, 17 years later, he felt his health seriously
weakened, it was unwillingly that he withdrew
from his beloved activities. But his unseen pres-
ence is still felt in the laboratories where his major
attainments were generated. With his death on
July 3, 1980, the Pan American Health Organiza-
tion mourns the passing of one of its most out-
standing members.

He was born in Freiburg in 1916, and it was
there that he took his primary and secondary
schooling. Then he went on to university in
Berlin, Munich, Vienna and finally Leipzig where,
in 1941, he was to take his doctorate in Veterinary
Medicine with “Magna Cum Laude’’ honors, the
highest university recognition known at that
time.

Having survived the horrors of the world war,
he returned to civilian life and undertook his
professional training at the Animal Health Insti-
tute of Freiburg, under.Professor Karl Trautwein,
one of Germany’s great masters of veterinary
medicine. In 1948, as a member of Professor
Waldmann’s team, he was contracted by the
Argentine Government to assist that country’s
incipient struggle against foot-and-mouth disease.
Following his services for the government, he
lent his knowledge and ability to private enter-
prise in the young foot-and-mouth disease vac-
cine industry.

Ten years he spent in Argentina until, in 1957,
half a continent began to benefit from his knowl-
edge and experience when he joined the Pan
American Foot-and-Mouth Disease Center in
Rio de Janeiro, as a serologist.

At the Center he defined concepts and estab-
lished standards implemented today by all labo-
ratories in the specialty. Thanks to his efforts,
18 new foot-and-mouth disease virus subtypes
were recognized and identified, as well as the

first vesicular stomatitis virus subtypes in the
Americas. Innumerable were the times the coun-
tries’ foot-and-mouth disease diagnosis laborato-
ries solicited his cooperation. Through his per-
severing, painstaking efforts, the Pan American
Foot-and-Mouth Disease Center was declared
by the countries as the foot-and-mouth disease
Reference Laboratory for the Americas.

A teacher par excellence, he possessed the
uncommon aptitudes required to mold disci-
ples, a condition reserved for the best. Some
continue his works today at the Center, ever
guided by his example and his memory. Others
—the majority— are today the directors of the
official diagnosis laboratories, or those of vac-
cine-producing organizations throughout South
America.

To enumerate the extensive list of congresses,
symposia, meetings or special missions in which
he participated is unnecessary, and long is the
list of his works and of the honors bestowed on
him. But if his work in the scientific field reached
out across the continent, no less significant were
his social and cultural activities. As founder and
director of charity associations in Argentina and
Brazil, he dedicated a large part of his life and
resources to charitable works, to succoring the
sick and needy and recomforting them in their
distress.

During his later years in Germany, having
partially recovered his weakened health, he dedi-
cated his time to dictating talks and lectures,
condensing his experience accrued over a quarter
century in the Americas. His deep affection for
this part of the world was ever apparent. And the
Federal Government of Germany, in conferring
the First Degree Meritorious Award upon him,
distinguished his scientific and cultural attain-
ments.

The Pan American Foot-and-Mouth Disease
Center is deeply moved in rendering this homage
to the memory of a man whose presence in its
ranks brought only pride and prestige.
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INFLUENCIA DEL GRADO DE DISPERSION EN LA FASE ACUOSA
SOBRE LA INMUNOGENICIDAD DE VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO

P. Augé de Mello' ; K. de Freitas Costa’

; A. Alonso Fernandez'; P. Sutmoller’

A. Pollak®; A. Millan?

RESUMEN

Vacunas antiaftosa, tanto de emulsion primaria
(agua-en-aceite) como de emulsién doble (agua-en-
aceite-en-agua), con diferentes viscosidades, produ-
jeron excelentes y persistentes niveles de anticuer-
pos neutralizantes. El grado de dispersion de la fa-
se acuosa del antigeno en la fase oleosa, que deter-
mina la viscosidad de la vacuna, no tuvo un efecto
demostrable en la inmunogenicidad a largo plazo
de estas vacunas.

INTRODUCCION

La respuesta inmunitaria a la vacunacién con
una vacuna de tipo emulsidn de agua-en-aceite de-
pende, entre otros factores, del grado de dispersion
de la fase acuosa en la fase continua de aceite. Para
una proporcién dada de las fases acuosa y aleosa, a
un mayor grado de dispersién de la fase acuosa co-
rresponde una mayor viscosidad de la emulsion.
Un grado alto de dispersion generalmente significa
una mayor estabilidad de la emulsién, y por io tan-
to, de las vacunas durante el almacenamiento, pero
un manejo mas dificil en el campo que las vacunas
de baja viscosidad.

Berlin (5}, en sus estudios con vacuna de in-
fluenza con adyuvante oleoso, comprobé que una
viscosidad demasiado elevada puede influir desfa-
vorablemente en el efecto del adyuvante, indepen-
dientemente de que las diferencias entre vacunas
emulsificadas fueran producidas cambiando la vis-
cosidad de la fase externa, la proporcion de ia fase
acuosa dispersada o la intensidad de la agitacién
aplicada en la preparacion.

!Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

2Direccién de Lucha contra la Fiebre Aftosa, Ruta 8,
*'Brig. Gral. Juan A. Lavalleja”, Km 29, Pando, Uruguay.

El mismo investigador (5) también descubriod
que las vacunas emulsificadas que tienen una esta-
bilidad intermedia ofrecen un efecto adyuvante
mayor que las vacunas que poseen una estabilidad
breve o prolongada.

Desde un punto de vista préactico, para la pro-
duccion de vacunas contra la fiebre aftosa (FA) se-
ria importante conocer si el grado de dispersién de
la fase acuosa influiria significativamente {a res-
puesta inmunitaria y si es as(, cud! seria la relacion
ideal entre inmunogenicidad, dispersion ({viscosi-
dad) y estabilidad de la emulsion.

Durante varios afios el Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa (CPFA) ha usado una emulsion del
tipo agua-en-aceite para la preparacion de vacunas
antiaftosas inactivadas con adyuvante oleoso, para
aplicacion en bovinos (7, 2, 6, 7), en ovinos (6, 7)
y en porcinos (3, 4, 7).

Estas vacunas estdn constituidas por un antige-
no acuoso emulsificado con un volumen igual de
aceite (9 partes de aceite mineral® Yy una parte de
monooleato de manitol*). La emulsion se conside-
ra satisfactoria cuando una gota colorada en agua
fria permanece como una esfera (5). Ademis,
cuando la emulsién se guarda a 4°C, debe perma-
necer estable por lo menos durante 12 meses y a
37°C, por o menos durante dos semanas. En este
trabajo, cuando hablamos de vacuna “padrén”,
nos referimos a este tipo de emulsién.

Para estudiar la influencia del grado de disper-
sion de la fase acuosa sobre la inmunogenicidad de
la emulsién, se probaron en bovinos tres vacunas:
una de viscosidad baja con una reducida dispersién
de la fase acuosa, la vacuna padrén y una emulsién
con la mayor viscosidad posible para la proporcién
dada de las fases oleosa y acuosa.

3Marcol 52, Exxon Corporation U.S.A.
*Arlacel A, ICI American Inc. Atlas Chemicals Division.
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Ademds de esas emulsiones primarias, se proba-
ron en bovinos tres vacunas de emulsién doble
(agua-en-aceite-en-agua) (9).

MATERIALES Y METODOS

1. Vacuna

Los antigenos para las vacunas se prepararon
mediante métodos padrones utilizados en el
CPFA. Se usaron células BHK cultivadas en sus-
pension en tanque de 200 litros. El Cuadro 1
describe las caracteristicas de los antigenos.

CUADRO 1. Caracteristicas de los antigenos usados
en la preparacién de |a vacuns antiaftosa experimental

Antigeno Cepa TFC” picc?
0, Campos 1/20 7.0
25% Cruzeiro 1/22 73
A 25% Venceslau 1/16 76
50% Bagé 1/12 7.4
C3 Resende 1/22 75

4TFC =T(tlo fijacién del complemento 50% (4UHCgo—
907).
bpICC = Dosis infectante 50% para cultivo de células/ml.

Las Vacunas 1 (baja viscosidad) y 2 (vacuna pa-
drén) se prepararon en un tanque emulsificador de
50 litros. La Vacuna 1 se recogi6 en cuanto la con-
ductividad de la emuisién se aproximé a cero y la
emulsificacién en el tanque de 50 litros se dio por
terminada cuando se alcanzaron las caracteristicas
de la vacuna padrén (Vacuna 2). Una porcién de
1000 mi de la emulsidon continudé emulsificindose
con un aparato Silverson®, hasta alcanzar la méxi-
ma viscosidad que podia aplicarse con una jeringa
especial (alta viscosidad).

L.as tres vacunas tenian las siguientes caracter(s-
ticas: la Vacuna 1 (baja viscosidad) no formaba go-
ta en el agua fria y a 37°C no se mantenia estable
por mas de 24 horas; la Vacuna 2 (viscosidad pa-
dron) en todos los aspectos era igual a la vacuna
padron del CPFA (7, 2); y 1a Vacuna 3 (alta visco-

5Silverson - Machine (Sales) Ltd. London.

sidad) era muy estable aun a 37°C, pero demasia-
do viscosa para ser aplicada ficilmente en condi-
ciones de campo.

Las emulsiones de las tres vacunas fueron esta-
bles por mds de 12 meses a 4°C. Con las Vacunas
1, 2 y 3 se prepararon emulsiones dobles en un
emulsificador Silverson con partes iguales de solu-
cién buffer fosfato (SBF) con 2% de polioxietileno
20 monooleato de sorbitol®. Estas vacunas de
emulsién doble (identificadas como Vacunas 4,5y
6, respectivamente) tenian la misma baja viscosi-
dad. :

2. Pruebas de potencia

Para las pruebas de potencia en cobayos y en
bovinos, cada vacuna fue diluida en serie en una
emulsiébn con las mismas caracterfsticas de la emul-
sién de la vacuna.

Cobayos: En estos experimentos se utilizaron
cobayos de 3 a 4 meses de edad con 550 £ 50 g de
peso. Fueron inoculados por via intramuscular con
0,25 mi de las vacunas de emulsién primaria o con
0,5 m! de las vacunas de emulsién doble. A los 30
dfas posvacunacién (DPV) los cobayos fueron ino-
culados por viaintradermoplantar en una pata con
0,1 ml de una suspensién de virus que contenfa
10° Dlso cobayo de virus de la FA tipo O, Cam-
pos. Los cobayos que presentaron lesiones genera-
lizadas en las patas no inoculadas fueron considera-
dos como “no protegidos”.

Bovinos: Se utilizaron novillos Hereford de 2a3
afios de edad con un peso aproximado de 200 kg,
criados en condiciones de aisiamiento en las islas
del rio Negro, en Uruguay. Se inocularon por via
intramuscular con 5 ml de la Vacuna 2, con las si-
guientes diluciones: 1:1, 1:10, 1:40 y 1:160. Cada
dilucién se aplicé en un grupo de 8 bovinos. A los
30 DPV los animales fueron expuestos al virusde la
FA O; Campos por inoculacion en el epitelio de la
lengua de 10* D5, bovino. Cualquier animal que
tuviera una o mds lesiones podales fue considerado
“no protegido”’. Para estudios de anticuerpos se ex-
trajo suero antes de la vacunacion y a los 30 DPV.

5 Tween 80, ICI American Inc¢. Atlas Chemicals Division.
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3. Experimento principal

Los bovinos de este experimento eran similares
a los descritos anteriormente. Durante el experi-
mento se mantuvieron en estricto aislamiento en
las mismas islas que los bovinos de las pruebas de
potencia.

Para las Vacunas 1-6 se emplearon 6 grupos de
12 bovinos cada uno. La vacuna se aplico por via
intramuscular en el cuello, a la dosis de 5 ml para
la vacuna de emulsion primaria y de 10 ml para las
emulsiones dobles, ya que estas vacunas contenian
lamitad de antigeno y de adyuvante oleoso por ml.

Para los examenes de anticuerpos se extrajeron
muestras de suero antes de la vacunacién y a inter-
valos mensuales hasta 180 dias mds tarde.

4. Examen de anticuerpos
Con el suero se hicieron pruebas de microneu-
tralizacion, segin descrito por Ferreira (8).

RESULTADOS
Prueba de potencia
El Cuadro 2 contiene los resultados de las prue-
bas de potencia en cobayos frente al virus subtipo
0, de ia vacuna padron y de fas Vacunas 4,5y 6
de emulsién doble.

CUADRO 2. Prueba de potencia en cobayos

de vacunas con adyuvante oleoso frente al virus
subtipo O de ia fiebre aftosa

[+]
Tipo de Dilucién de Vacuna N
emulsion la vacuna 1 2 3
1:10 6/6%
o 1:40 NPE 1/ NP
Primaria 1:160 0/6
DPCso° 25
4 5 6
1:4 1/6 4/6 6/6
Dob 1:16 0/6 0/6 o/é
oble 1:64 0/6 0/6 o/6
DPCso? <a 5 8

810 da cobayos protegidos/NC de cobayos inoculados.

bng probada.

CDPCsq = Dosis protectora cobayo 50% en 0,25 mi de ve-
cuna, via intramuscular,

dDPcso = Dosis protectora cobayo 50% en 0,50 ml de va-
cuna, via intramuscuiar,

La vacuna padron diluida en una emulsion sin
antigeno (diluyente activo) contenia 25 dosis pro-
tectoras cobayo 50% (DPCs,) por 0,25 mi. Las
Vacunas 4, 5 y 6 de emulsién doble, diluidas en
una emulsion dobie sin antigeno, contenian <4, 5
y 8 DPC;, por 0,5 ml, respectivamente.

El Cuadro 3 muestra los resultados de seroneu-
tralizacién y de las pruebas de descarga en bovinos
después de la inoculacion de la vacuna padrén
(N° 2), pudiendo observarse que la vacuna de
emulsién padrén tenia 40 dosis protectoras bovino
50% (DPBs,) por 5 ml dosis para el virus subtipo
Ol .

CUADRO 3. Promedio del titulo de seroneutralizacién®
y resultado de la descarge a los 30 dias
en bovinos inoculados con vacuna oleosa de
emulsién primaria en varias diluciones

Anticuerpos neutralizantes

Dilucién de Virus Descarga
la vacuna® O; Campos Aj4 Cruzeiro Oy Campos
11 324t044 2981039 8/8¢
1:10 2811070 266%054 6/8
1:40 2,8710,61 2,48£0,42 4/8
1:160 2,9*057 2,041047 2/8
Controles <1,0 <1,0 o0/49

3F rueba de microneutralizacién. Reciproca del log; o de ia
dilucién del suero que protege 50% de cultivos celulares
frente a 100 Dl5.

bpilucibn en emulsién primaria sin antigeno del virus de
la fiebre aftosa.

CProtegidos/Total.

dUn animal murié debido a fiebre aftosa.

Respuesta inmunitaria a largo plazo

La Fig. 1 muestra la media de los titulos de an-
ticuerpos para el virus subtipo A, 4. Encuanto ala
respuesta a largo plazo, puede observarse que no
hay una diferencia real entre las tres viscosidades,
Sin embargo, las vacunas de emulsion doble induje-
ron una respuesta de anticuerpos algo menor que
la emulsién primaria. En la Fig. 2 se muestran los
resultados correspondientes al virus subtipo O;.
En conjunto fue mejor la respuesta para el virus O
que para el A. A fos 30 DPV las emulsiones con
dispersion mds alta de la fase acuosa (Vacunas 1y
4) produjeron los mayores niveles de anticuerpos.
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No obstante, no se observaron diferencias en la durante todo el periodo de observacion. Con ba-
respuesta a largo plazo, probablemente debido se en estos resultados, se concluye que en este ex-
a que con todas ellas se consiguieron titulos md- perimento el grado de dispersién de la fase acuo-
ximos de anticuerpos que eliminarian cualquier sa en la emulsion primaria tuvo poca influencia
diferencia. Tanto el tipo O como el A dieron ex- en la inmunogenicidad de ta vacuna en el bovi-
celentes niveles de anticuerpos que persistieron no.

40 b

Titulo de neutralizacion

180

0 30 60 90 120
Dias posvacunacién

FIGURA 1. Trtwlos de neutralizecién del subtipo A, 4 (Cruzeiro) de vacunas con adyuvante oleoso de emulsién prima-
ria (EP) con diferentes viscosidades y vacunas de emulsién doble (ED) preparadas de |as vacunas de EP.

4,0

W
(=}

Titulo de neutralizacin
N
=}

1

0 30 60 90 120 150 180
Dfas posvacunacion

FIGURA 2. T/tulos de neutralizacién del subtipo O, (Cempos) de vacunas con adyuvante oleoso de emulsién primaria
(EP) con diferentes viscosidades y de vecunas de emulsion doble (ED) preparadas de lss vacunas de EP.
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DISCUSION

Tanto con las vacunas de emulsion primaria
como con las de emulsién doble se indujeron exce-
lentes niveles de anticuerpos neutralizantes, si bien
fas primarias fueron levemente mejores. El antige-
no del subtipo O; indujo niveles superiores de an-
ticuerpos que el antigeno A. Esto es contrario a los
resultados de experimentos anteriores (7, 2, 6, 7),
en que el antigeno A se comportd mejor que el Oy
Campos y que puede interpretarse como el resulta-
do de 1a mezcla de cepas A utilizada para las vacu-
nas de este experimento. Debido a la situacion epi-
demiologica en Brasil en la época de preparacidn
del lote principal (Vacuna 2) para uso en el campo,
en la vacuna se incorporaron 3 cepas del virus A de
la FA, en !a siguiente proporcion: 25% A Cruzeiro,
25% A Venceslau v 50% A Bagé, por volumen. La
introduccidn de estas 3 cepas produjo una cober-
tura mayor contra las cepas de campo, pero, resui-
16 en titulos menores para las cepas individuales de
las vacunas.

L os resultados de la DPC; o obtenidos con la va-
cuna de emulsion doble coinciden con la respuesta
de los bovinos a los 30 DPV. No obstante, después
de los 60 DPV todas las vacunas indujeron una res-
puesta similar en ios bovinos.

De este experimento pareceria que el grado de
dispersion de la fase acuosa del antigenoen la fase
oleosa no es muy critico y que, aun con una dis-
persion relativamente pobre se puede preparar una
vacuna adecuada. Se debe tener en ruenta, sin em-
bargo, que un grado bajo de dispersion puede signi-
ficar una baja estabilidad de la emuisién durante su
almacenamiento y que podria ser necesario un es-
tabilizador adicional para la vacuna.
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INFLUENCE OF THE DEGREE OF DISPERSION IN THE AQUEOUS PHASE
ON THE IMMUNOGENICITY OF OIL-ADJUVANTED FOOT-AND-MOUTH DISEASE VACCINE

P. Auge de Mello® ; K. de Freitas Costa'; A. Alonso Fernandez': P. Sutméller!

A. Pollak®; A. Millan?

SUMMARY

Both primary emulsion (water-in-0il} and
double emulsion {(water-in-oil-in-water) foot-and-
mouth disease vaccines with different viscosities
produced exceilent persistent levels of neutralizing
antibodies. The degree of dispersion of the
aqueous antigenic phase in the oily phase, which
determined the viscosity of the vaccine, did not
have a demonstrable effect on the long-term im-
munogenicity of these vaccines.

INTRODUCTION

The immune response following vaccination
with a water-in-oil type emulsion vaccine may
depend, among other factors, on the degree of
dispersion of the aqueous phase in the continuous
oily phase. For a given ratio of aqueous and oily
phase a higher degree of dispersion of the aqueous
phase results in a higher viscosity of the emulsion.
Such a high degree of dispersion usually means
a higher stability of the emulsion during storage
although such vaccines are more difficult to handle
in the field than those of low viscosity.

Berlin (5) concluded in his studies of oil-ad-
juvanted influenza vaccine that the adjuvant effect
may be adversely influenced by extremely high
viscosity regardless of whether differences between
emulsified vaccines were produced by altering the
viscosity of the external phase, the proportion of
the dispersed agueous phase or the amount of
agitation used in their preparation.

The same investigator (5) also found that

!pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.

2 Direccion de Lucha contra la Fiebre Aftosa, Ruta 8,
“Brig. Gral, Juan A. Lavalleja”, Km 29, Pando, Uruguay.

emulsified vaccines exhibiting intermediate stabi-
lity had a greater adjuvant effect than vaccines
with a brief or prolonged stability.

From a practical point of view for the produc-
tion of foot-and-mouth disease (FMD) vaccines it
would therefore be important to know if the
degree of dispersion of the aqueous phase would
significantly influence the immune response and, if
so, what would be the ideal compromise between
immunogenicity, dispersion {viscosity) and stabili-
ty of the emulsion.

For several years the Pan American Foot-and-
Mouth Disease Center has used a water-in-oil type
emulsion for the formulation of oil adjuvanted
inactivated FMD vaccines for use in cattle (7, 2,
6, 7), pigs (3, 4, 7) and sheep (6, 7).

These vaccines consist of aqueous antigen
emulsified with an equal volume of the oily phase
(9 parts of mineral oil® and one part of mannide
monooleate®). The emulsion is considered satis-
factory when a drop of the emulsion in cold water
remains a perfect sphere (5). Moreover the emul-
sion when stored at 4°C should remain stable for
at least 12 months and at 37°C for at least two
weeks. In this paper we refer to this type of
emulsion as the ‘‘standard’’ vaccine.

In order to study the influence of the degree of
dispersion of the aqueous phase on the immuno-
genicity of the emulsion, three vaccines were
tested in cattle: one low viscosity emulsion a poor
dispersion of the aqueous phase, the standard vac-
cine and an emulsion with the highest possible
viscosity for the given ratio of the oily and aque-
ous phase.

In addition, 3 double emulsion (water-in-oil-in-
water) vaccines prepared from these primary
emulsions were tested in cattle {9).

3Marcol 52, Exxon Corporation U.S.A.
4 Arlacel A, ICI American Inc, Atlas Chemicals Division.
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MATERIALS AND METHODS

1. Vaccine

The antigens for the vaccines were prepared by
standard methods used in the vaccine plant of the
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center,
These particular antigens were produced in BHK
cells grown in suspension in a 200-liter vessel. The
characteristics of the antigens are listed in Table 1.

TABLE 1. Characteristics of the FMD antigens used
for the preparation of the experimental vaccine

Antigen Strain ] cFr’ ccio?
0, Campos 1/20 7.0
25% Cruzeiro 1/22 7.3
A 25% Venceslau 1/16 7.6
50% Bage 1/12 7.4
Cs3 Resende 1/22 7.5

8CFT =50% complement fixation titer {(4HCUgo—-90'),
beell culture infectious doses 50%/ml.

Vaccines 1 (lowest viscosity) and 2 (standard
vaccine} were made in a 50-liter emulsifier vessel.
Vaccine 1 was collected as soon as the conductivi-
ty of the emulsion was near zero, and emulsifica-
tion in the 50-liter vessel was terminated when the
characteristics of the ‘‘standard” (Vaccine 2) were
reached. A 1000 ml portion of the emulsion was
further emulsified with a benchtop emulsifier’
until the maximum viscosity was obtained which
could still be applied by special syringe (highest
viscosity).

The three vaccines had the following charac-
teristics: Vaccine 1 (lowest viscosity) did not
form a droplet in cold water and was not stable
at 37°C for more than 24 hours; Vaccine 2 (stan-
dard viscosity) was in all aspects like the standard
vaccine of the Center (7, 2); and Vaccine 3 (high-
est viscosity) was very stable even at 37°C but was
too viscous to be practical under field conditions.

The emulsion of all 3 vaccines were stable at
storage for more than 12 months at 4°C. Double
emulsions were prepared from Vaccines 1, 2 and 3

$Silverson - Machine (Sales) L.td. London.

by emulsification in a benchtop emulsifier with
equal parts of phosphate buffer solution (PBS)
with 2% of polyoxyethylene 20 sorbitan mono-
oleate®. These double emuision vaccines {identi-
fied as 4, 5 and 6, respectively) had equal low
viscosity.

2. Potency tests

For potency testing in guinea pigs and cattle
each vaccine was serially diluted in an emulsion
having the same characteristics as the vaccine
itself.

Guinea pigs: 3-4 months old guinea pigs
weighing 550 + 50 g were used in these experi-
ments. They were inoculated intramuscularly with
0.25 mi of primary emulsion vaccine or with 0.5
ml of double emulsion vaccine. At 30 days post-
vaccination (DPV) the guinea pigs were inoculated
intradermally in the foot pad with 0.1 m! of virus
suspension containing 10° guinea pig IDs o of FMD
virus type O, Campos. Guinea pigs with general-
ized lesions at the non-inoculated feet were scored
as ‘‘not protected”’.

Cattle: Hereford steers, 2-3 years old, weighing
approximately 200 kg raised in isolation on islands
in the lake of the Rio Negro river in Uruguay were
used in these experiments. They were inoculated
intramuscularly with 5 ml of Vaccine 2 in the
following dilutions: 1:1, 1:10, 1:40 and 1:160.
For each dilution 8 cattle were used. At 30 DPV
the cattle were exposed to FMD virus O, Campos
by inoculation in the tongue epithelium of 10*
bovine 1Ds,. Any animal developing one or more
foot lesions was scored as ‘not protected”. Serum
was collected before vaccination and at the day of
chalienge (30 DPV) for antibody studies.

3. Main experiment

Cattle used in the main experiment were similar
to those described above. During the experiment
they were maintained in strict isolation on the
same islands as the cattle used for the potency
tests.

5Tween 80, ICI American Inc, Atlas Chemicals Division
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Six groups of 12 cattle each were used for Vac-
cines 1-6. The cattle were vaccinated intramuscu-
larly at the side of the neck. A 5 ml dose of the
primary emulsion vaccine was used. The double
emulsions were given in 10 ml doses since these
vaccines contained half the amount of antigen
and oil adjuvant per mi.

Serum was collected for antibody assay before
vaccination and at monthly intervals up to 180
days after vaccination.

4. Antibody assay
Microneutralization tests with the sera were
made as described by Ferreira (8).

RESULTS

Potency tests

Table 2 lists the results of the potency tests
in guinea pigs for subtype O, virus of the stan-
dard vaccine and of the double emulsion Vaccines
4,5 and 6.

TABLE 2. Potency test of oil-adjuvanted vaccines
in guinea pigs for subtype O, FMD virus

Type of Dilution Vaccine No.
emulsion of vaccine 1 2 3
1:10 6/69
_ 1:40 NTE /6 NT
Primary 1:160 0/6
GPPDs ¢ 25
4 5 6
1:4 1/6 4/6 6/6
1:16 0/6 0/6 0/6
Double 1:64 o/6 0/6 0/6
GPPDs o7 <a 5 8

dNumber of guinea pigs protected/number of guinea pigs
inoculated.

bnot tested.

€GPPDs( = Guinea pig protective dose 50% in 0.25 mi of
vaccine, intramuscularly.

dGPPDso =Guinea pig protective dose 50% in 0.50 m! of
vaccine, intramuscularly.

The standard vaccine when diluted in an emul-
sion without antigen (active diluent) contained 25

guinea pig PDsq per 0.25 ml. The double emulsion
Vaccines 4, 5 and 6, diluted in a double emulsion
without antigen, contained <4, 5, 8 guinea pig
PDs, per 0.5 mi, respectively.

Results of the serum neutralization and the
challenge tests in cattle following inoculation of
the standard vaccine (No. 2) are shown in Table 3
and shows this standard emulsion vaccine contain-
ed 40 bovine PDs, per 5 ml dose for subtype O,
virus.

TABLE 3. Mean serum neutralization titer?
and 30-day challenge results of cattle inoculated with
primary oil emulsion vaccine in various dilutions

Neutralizing antibodies

. Virus Challenge
Vaccine
dilution? O, Campos A4 Cruzeiro 0O; Campos
1:1 324+044 298 10.39 8/8¢
1:10 2.81 £0.70 2.66 £0.54 6/8
1:40 2.87 £0.61 2.48 £ 0.42 4/8
1:160 2.19 £0.57 2.04 £0.47 2/8
Controls <1.0 <1.0 0/49

3Microneutralization test. Reciprocal of log ¢ of serum
ditution protecting 50% of cell cultures against approxi-
mately 100 IDsgq.

bDiIution in primary emulsion without FMD virus antigen.

CProtected/Total.

90ne animal died as conseguence of FMD,

L ong-term immune response

The mean serum antibody titers for subtype A,4
virus are shown in Fig. 1. It can be observed that
no real differences existed among the three visco-
sities with regard to long-term response. However,
the double emulsion vaccines consistently induced
a somewhat lower antibody response than the
primary emulsion. The results of antibody assays
for virus type O, are shown in Fig. 2. The overall
response for type O was somewhat better than
for virus A. At 30 DPV the emulsions with the
highest dispersion of the agueous phase (Vaccines
1 and 4) induced the highest levels of antibody.
However, in the long-term response no differences
between the vaccines were observed probably
because peak antibody titers were obtained with
all of them which obliterated any differences.
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Both types O and A produced excellent levels of aqueous phase in the primary emulsion had little
antibodies which persisted throughout the observa- influence on the immunogenicity of the vaccine in
tion period. From these resuits we conclude that cattle.

in this experiment the degree of dispersion of the

4.0

Neutrafization titer

0 30 60 90 120 150 180
Days post-vaccination

FIGURE 1. Neutralization titers of subtype A, 4 (Cruzeiro) of primary emulsion inactivated oil adjuvanted vaccines
(PE) with different viscosities and of double emulsion vaccines (DE) prepared from the PE vaccines.
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FIGURE 2. Neutralization titers of subtype 0Oy (Campos) of primary emulsion inactivated oil adjuvanted vaccines (PE)
with different viscosities and of double emulsion vaccines (DE) prepared from the PE vaccines.
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DISCUSSION

Excellent levels of neutralizing antibody were
induced both by the primary and the double emul-
sion vaccines, even though the primary emulsions
performed slightly better. Subtype O, antigen
induced higher antibody levels than the A antigen.
This is contrary to the results in earlier experi-
ments (7, 2, 6, 7) in which the A antigen per-
formed better than the O; Campos antigen and
may be a result of the mixture of A strains used
for the vaccines in this experiment. Because of
the epidemiological situation in Brazil at the time
of preparation of the main batch (Vaccine 2)
and its intended use in the field, three strains of
FMD A virus were incorporated in the vaccine in
the following ratio: 25% A Cruzeiro, 25% A Ven-
ceslau and 50% A Bage by volume. The incorpo-
ration of these three strains produced a broad
coverage against the field strains but resulted in
lower titers for the individual vaccine strains.

The results of the GP PDs tests of the double
emulsion vaccines agree with the response of cattle
at 30 DPV. However, after 60 DPV all vaccines
gave a similar response in cattle.

it appears from this experiment that the degree
of dispersion of the aqueous antigen phase in the
oily phase is not extremely critical and that with
even relatively poor dispersion, adequate vaccines
may be prepared. It should be kept in mind how-
ever that a low degree of dispersion might mean a
low stability of the emulsion and that an addition-
al stabilizer for the vaccine might be needed.
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VIDA UTIL DE UNA VACUNA ANTIAFTOSA INACTIVADA CON ADYUVANTE OLEOSO

D. Abaracén®; N. Magallanes®: E.G. Charles®; L.A. Durini®; E. Frick®;
G. Ferndndez de Albarracin®; E, Degiorgi de Burghi®; T. Radisich®

RESUMEN

La vida Gtil de una vacuna antiaftosa inactivada
con adyuvante oleoso, almacenada a +4°C, fue se-
guida durante un periodo de 15 meses. No se
observé pérdida significativa de potencia durante
ese periodo por prueba directa de desafio en
bovino y pruebas de anticuerpos. Simultinea-
mente se probd una vacuna de hidréxido de
aluminio-saponina, la que mantuvo su inmuno-
genicidad durante 13 meses.

INTRODUCCION

En un estudio previo (6) se observd que vacunas
de adyuvante oleoso, almacenadas durante perio-
dos prolongados, mantuvieron su inmunogenicidad
pero no fue realizada una comparaciéon de inmuno-
genicidad de varias muestras de una misma vacuna
almacenada durante diferentes tiempos.

El presente estudio fue efectuado para estable-
cer si el almacenamientc durante 15 meses a +4°C
afecta la inmunogenicidad de este tipo de vacuna.
Como referencia, fue incluida otra vacuna antiaf-
tosa elaborada con los mismos antigenos, pero
adsorbidos en hidroxido de aluminio y con el agre-
gado de saponina. La inmunogenicidad de esas
vacunas fue controlada en bovinos después de
varios periodos de almacenamiento.

MATERIALES Y METODOS
1. Virus
Se utilizaron las cepas O, Campos, A4 Cru-
zeiro y C3 Resende, producidas en el Centro Pana-

ICentro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS
Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

2Consultor de la OPS/OMS en Argentina. Direccién
actual: Director General de Servicios Veterinarios, Minis-
terio de Agricultura y Pesca, Constituyente 1476, Monte-
video, Uruguay.

3servicio de Laboratorios (SELAB), SENASA, Cho-
rroarin 134, Buenos Aires, Argentina.

’

mericano de Fiebre Aftosa (CPFA) en cultivos de
células BHK,;C13 en suspensioén. Las suspensio-
nes infecciosas as/ obtenidas fueron inactivadas
con etileneimina binaria (BE!} (4). Las caracte-
risticas de esos antigenos estan indicadas en el
Cuadro 1.

CUADRO 1. Caracteristicas de los antigenos de la fiebre
aftosa usados en la preparacién de las vacunas

Titulos b
Antigenos infectantes TFC
0; Campos 7,57 1/20
A4 Cruzeiro 8,2 1/18
C3 Resende 8,2 1/22

aLoglo cultivo de céiulas BHK Dlsqgg/ml.

TFC = Titulo fijacién del complemento 50% (4UHCso—
90°). :

2. Vacuna trivalente con adyuvante oleoso

La vacuna trivalente con adyuvante oleoso
consisti6 en una mezcla de antigenos aftosos
en una suspensidn acuosa emulsificada con par-
tes iguales de la fase oleosa {Marcol 52, 90% vy
Artacel A, 10%) (2). En un emuisificador de 50
litros se prepararon, en ia forma descripta (3), 30
litros de vacuna que contenian una mezcla de los
tres antigenos. Cada dosis de 5 mi de vacuna tri-
valente con 0,83 ml de cada una de las suspensio-
nes de antigenos, fue inoculada por via intramus-
cular.

3. Vacuna trivalente hidroxido-saponina

Se prepard un lote de 72 litros de vacuna de
acuerdo con la técnica descripta (7) utilizando
los mismos antigenos de la vacuna oleosa. Lado-
sis fue de 5 ml por via subcutdnea y contenia el
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equivalente a las siguientes suspensiones de anti-
genos: 3 ml del tipo O, 2 ml de! tipo Ay 2 mldel
tipo C.

4. Controles dn las vacunas

La vacuna oleosa fue controlada en cuanto a su
viscosidad, tipo de emulsion, estabilidad (centrifu-
gando a 1000 g durante una hora y sometiéndola
luego a 37° y 55°) y por determinacion de su titu-
lo de fijacion del complemento {FC) después de
la ruptura de la emulsion por adicion de aceite
vegetal (2). Los resultados de estos controles mos-
traron que la vacuna era del tipo agua-en-aceite y
poseia adecuada viscosidad y estabilidad. Durante
el perfodo de preparacion de la vacuna no hubo
disminucion apreciable del titulo de FC.

Tanto la vacuna oleosa como la de hidréxido-
saponina fueron sometidas a controles de esterili-
dad en agar-Sabouraud, caldo tioglicolato y caldo
triptosa fosfato, ambas con resultado negativo.

5. Prueba de eficacia en cobayos después de la

preparacion de la vacuna

Se utilizaron cobayos de 3 a 4 meses de edad y
550 + 50 g de peso. Grupos de 6 cobayos fueron
inoculados por via intramuscular a la dosis de
0,25 ml. Ei indice C fue determinado después de
30 drias de la vacunacién mediante desafio por
inoculacién en una pata con cepas de virus aftoso
0, Campos, Ay, Cruzeiro y C; Resende adapta-
das a cobayos, de acuerdo con la técnica standard
{5). Todos los indices C para los tres virus en am-
bas vacunas fueron >4 0.

6. Prueba de eficacia en bovinos

Fueron usados novillos Hereford de 2 afios y
250 a 280 k procedentes del 4rea libre de fiebre
aftosa en Argentina. La vacunacion se realizo con
vacunas que habian estado almacenadas por dife-
rentes periodos segin se indica en el Cuadro 2,
y los bovinos fueron desafiados a los 30 dias pos-
vacunacion (DPV). Poco antes del desafio los ani-
males fueron transportados a la unidad de aisla-
miento del Servicio Nacional de Sanidad Animal
(SENASA) en Buenos Aires y fueron inoculados
por via intradermolingual con 10.000 Dlsg/ra-
16n lactante. Los tipos de virus se detalian en el
Cuadro 2. Los bovinos fueron examinados a las

48 horas posinoculacion para apreciar lesiones
de lengua y a los 7 dias para observar lesiones en
las patas.

CUADRO 2. Proteccién de bovinos vacunados con
vacunas contra la fiebre aftosa almacenadas
durante diferentes tiempos

Meses de almacenamiento
de las vacunas a + 4°C

Cepas de
Vacuna desafio 1 8 13 15
0, 9/9® - - 12112
Conadyuvante ., g8 12/12 12/12 -
oleoso
Cs3 8/8 - - 12/12
0y 8/8 - - -
Con hidréxido de Ay 8/8 1212 11/12 _
aluminio-saponina
[oF 8/8 - - -

8 Numero de animales protegidos/Namero total de anima-
les,

7. Determinacién de anticuerpos

Se extrajo suero de todos los bovinos antes de
la vacunacién y previamente a la infeccion de prue-
ba. Las pruebas de seroproteccién en ratones fue-
ron realizadas de acuerdo con la técnica descripta
{7) y los resultados expresados en expectativa por-
centual de proteccion (8).

RESULTADOS

Los bovinos vacunados con vacuna oleosa alma-
cenada por 1,8, 13 y 156 meses estaban totalmente
protegidos contra el desafio. Los bovinos que reci-
bieron la vacuna de hidroxido saponina almacena-
da por 1y 8 meses también estaban totalmente
protegidos asi como 11 de 12 animales que recibie-
ron esta misma vacuna pero almacenada por 13
meses.

El Cuadro 3 muestra los resultados de los sueros
en las pruebas de seroproteccion (SP}). Com ambas
vacunas, la respuesta de anticuerpos fue similar
aun después de prolongados periodos de aimacena-
miento de las vacunas.
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CUADRO 3. Media de /a expectativa porcentual de proteccién de
bovinos después de la vacunacién con vecunas antiaftosss
almacenadas durante difsrentes tiempos

Meses de almacenamiento a +4°C

Tipo de
Vacuna virus 1 8 13 15
0, 97t 5 98+ 3 94t10 9811
Con adyuvante
olecto A, 96t 7 98 £ 2 88 17
Cs 99 975 80120 965
+
Con hidréxido de O, 93112 9613 78 £29
aluminio-saponina Aigg 921+14 98%3 93% 8
C3 98t 3 91t4 81120
... Nohecho.
DISCUSION REFERENCIAS

El presente estudio proporciona informacion
sobre la duracion de la potencia de una vacuna de
adyuvante oleoso mantenida a 4°C durante 15
meses. Las pruebas en bovinos indican que no hu-
bo pérdida de potencia apreciable después de ese
periodo de aimacenamiento. Una vacuna de refe-
rencia, de hidroxido de aluminio mantuvo su in-
munogenicidad hasta 13 meses. Los resultados de
las pruebas de seroproteccién en ratdn lactante
confirman estas observaciones.

Las pruebas de descarga directa utilizadas en el
presente estudio no detectan diferencias de poten-
cia entre dos vacunas que protegen a todos los ani-
males vacunados. En futuros experimentos es
aconsejable usar el método de las dosis protecto-
ras 50%. Se estima que son necesarios nuevos es-
tudios sobre la duracién de inmunogenicidad de
las vacunas antes y después de su aimacenamiento
por periodos prolongados.
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SHELF LIFE OF INACTIVATED OIL-ADJUVANTED
FOOT-AND-MOUTH DISEASE VACCINE

D. Abaracon®; N. Magallanes®; E.G. Charles®; L.A. Durini®; E. Frick®;
G. Ferndndez de Albarracin®; E. Degiorgi de Burghi®; T. Radisich’

SUMMARY

The shelf life of an inactivated oil-adjuvanted
foot-and-mouth disease vaccine at 4°C was tested
for a storage period of 15 months. No appreciable
vaccine potency loss could be detected during that
period by the direct challenge test in cattle and
antibody assay. An aluminum hydroxide vaccine
tested simultaneously up to 13 months also re-
tained its immunogenicity.

INTRODUCTION

An earlier study {6) noted that oil-adjuvanted
foot-and-mouth disease (FMD) vaccines could
maintain their immunogenicity after long storage
periods but no systematic observations were made
of the same vaccine after different storage time.

In the present study the shelf life of an oil-
adjuvanted vaccine up to 15-month storage at
4°C was tested. For reference an inactivated
FMD vaccine was included in the test which con-
tained the same antigens absorbed to aluminum
hydroxide and to which saponin was added.
Both vaccines were tested in cattle after various
storage periods.

MATERIALS AND METHODS
1. Virus
Foot-and-mouth disease virus (FMDV) strains
O, Campos, A,4; Cruzeiro and C; Resende
were used. These viruses were produced at the

!pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHQ, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.

2PAHO/WHO Consultant in Argentina. Present address:
Director General de Servicios Veterinarios, Ministerio de
Agricultura y Pesca, Constituyente 1476, Montevideo,
Uruguay.

3Servicio de Laboratorios (SELAB), SENASA, Chorroa-
rin 134, Buenos Aires, Argentina.

Pan American Foot-and-Mouth Disease Center
(PAFMDC) in cultures of BHK,;C13 cells. The
infectious virus suspensions were inactivated
with binary ethylenimine {(BE!) (4). The char-
acteristics of these antigens are presented in
Table 1.

TABLE 1. Characteristics of the foot-and-mouth disease
virus antigens used for vaccine preparation

Infectivity
Antigens titers CFTb
0, Campos 752 1/20
A, 4 Cruzeiro 8.2 1/18
C3; Resende 8.2 1/22

2 | ogy ¢ BHK cell culture |Dsq%/ml.
beET = 50% complement fixation titer (4HCU5o—90").

2. Trivalent oil-andjuvanted vaccine

The trivalent oil-adjuvanted vaccine consisted
of a mixture of inactivated FMD antigens in
aqueous suspension emulsified with equal parts
of the oil phase (Marcol 52, 90% and Arlacel A,
10%) (2). A batch of 30 liters of vaccine contain-
ing a mixture of the three antigens was prepared
as described (3) in a 50-liter emulsification vessel.
Each dose of 5 ml trivalent oil vaccine was applied
intramuscularly and contained 0.83 mi of each
ot the antigen suspensions.

3. Trivalent saponin-hydroxide vaccine

A batch of 72 liters of vaccine was prepared ac-
cording to the method described earlier (7}, using
the same antigens as the oil vaccines. A 5 ml dose
applied subcutaneously, contained the equivalent
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of the 3 ml type O, 2 ml type A and 2 mi type Cc
antigen suspensions.

4. Vaccine controls

The oil vaccine was tested for viscosity, ty-
pe of emulsion, stability (by centrifugation at
1000 g during one hour and storage at 37° and
55° C) and a complement fixation (CF) titer
determination after rupture of the emulsion by
the addition of vegetable oil (2). The results of
these controls indicated that the vaccine was a
water-in-oil type emulsion with adequate vis-
cosity and stability. No appreciable loss of CF
titer had occurred during formulation of the
vaccine.

The oil and aluminum hydroxide-saponin vac-
cines were also tested for sterility in Sabouraud
agar, thioglycollate and tryptose phosphate broth
with negative results.

5. Potency test in guinea pigs after vaccine formu-

lation

Three-to-four month old guinea pigs weighing
550 + 50 g were used. Groups of 6 guinea pigs
were inoculated intramuscularly with 0.25 ml.
The C Index was determined at 30 days accord-
ing to standard techniques (5) by challenge of the
guinea pigs in one foot pad with strains O, Cam-
pos, A,4 Cruzeiro or C; Resende. All C indexes
against the three virus strains were >4.0 for both
vaccines.

6. Cattle tests

Two-years old Hereford steers weighing 250-
280 kg, originating from the FMD-free area in
Argentina were vaccinated after various vaccine
storage periods as indicated in Table 2 and were
challenged at 30 days post-vaccination (DPV).
Shortly before challenge the animals were trans-
ported to the National Service of Animal Heaith
(SENASA) isolation unit in Buenos Aires where
they were inoculated intradermolingually (IDL)
with approximately 10,000 mouse/IDsq. The ty-
pes of virus used are shown in Table 2. The cat-
tle were examined 48 hours after inoculation to
check for tongue lesions and at 7 days to examine
the feet.

TABLE 2. Protection of cattle veccinated with FMD
vaccines stored for different periods after formulation

Months of storage of

Challenge vaccine at 4°C
FMD

Vaccine strains 1 8 13 15
o, a/9® - - 12112

QOil adjuvanted Aza 8/8 12/12 12/12 -
Ca 8/8 - - 12/12

Aluminum-hy- 0 8/8 - - -

droxide-saponin A4  8/8 12/12 11/12 -

adjuvanted Cs 8/8 _ _ _

8 \umber of cattle protected/Total number.

7. Antibody tests

Blood samples were collected from the cattle
before vaccination and before exposure to virus.
The serum antibodies were assayed by the mouse
protection tests as described (7) and the results
expressed by the expected percentage of protec-
tion (8).

RESULTS

Cattle vaccinated with the oil-adjuvanted vac-
cine stored for 1, 8, 13 and 15 months were fully
protected against challenge. Cattle vaccinated
with aluminum hydroxide-saponin vaccine stored
for 1 and 8 months were aiso totally protected, as
were eleven of twelve cattle vaccinated with the
same vaccine, after a storage period of 13 months.

Results of the mouse protection tests made
with the bovine sera are shown in Table 3. With
both vaccines the antibody response after pro-
fonged storage periods remained similar.

DISCUSSION

The present study provides further informa-
tion on the shelf life of an oil vaccine stored at
4°C for 15 months. No appreciable loss of pro-
tection in cattle could be detected during storage.
A reference vaccine with aluminum hydroxide
adjuvant retained its immunogenicity when tested
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TABLE 3. Mean expected percentage of protection indices of

cattle after vaccination with FMD vaccines stored for

different periods after formulation

Months of storage at 4°C

FMD
Vaccine virus 8 13 15
0, 97t 98 £3 94 £10 98 £ 1
Oil adjuvant Ajg 96 * 98 +2 88 t17
Cs 99 9715 8020 96 5
+ +
Aluminum-hy- 0, 93%t12 96%3 78+29
droxide-saponin A,y 92%14 983 93*f 8
adjuvanted c; 98t 3 91%t4 81%20
... Notdone,

after 13 months of storage. Results of the mouse
protection test confirmed these observations.

The direct challenge method used in the present
study does not differentiate the potency of two
vaccines, both protecting all vaccinated cattle. In
future experiments the use of the 50% protec-
tion dose method is indicated. Further studies are
needed on the duration of immunity of vaccines
before and after storage for prolonged periods.
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RESPUESTA EN BOVINQS A LA EXPOSICION DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA
UN ANO DESPUES DE INMUNIZADOS CON VACUNA CON ADYUVANTE OLEOSO

Ivo Gomes! ; P. Sutmdller' ; R. Casas Olascoaga’

RESUMEN

Treinta vacas, que habian sido vacunadas 3 ve-
ces a intervalos de 6 meses con vacuna antiaftosa
con adyuvante oleoso, fueron expuestas 13 meses
después de la Gltima vacunacion al virus tipo O,
por via intradermolingual y al contacto con bovi-
nos y cerdos infectados.

De acuerdo con los niveles de anticuerpos pre-
vios al desafio de virus se esperaba una elevada
proteccién, {a que fue confirmada por la prueba de
desafio de virus. Sélo uno de los 30 bovinos desa-
rrollé fiebre aftosa generalizada. De los 29 anima-
les s6lo 6 tuvieron una lesion en el punto de inocu-
lacion,

Estas observaciones confirman, en general, que
en las encuestas seroldgicas realizadas en la pobla-
cibn bovina a la que pertenecian esos animales,
vacunados con vacuna antiaftosa con adyuvante
oleoso, los elevados niveles de anticuerpos indican
una solida inmunidad.

INTRODUCCION

Los estudios de campo para evaluar la eficacia
de las vacunas contra la fiebre aftosa (FA) se basan
principalmente en los resultados de las pruebas de
neutralizacién de anticuerpos virales. L.as mds co-
muanmente usadas en el Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa (CPFA) son: la prueba de microneu-
tralizacion (MN) {8) y la de seroproteccién (SP)
(7). Para la prueba de SP se establecieron las rela-
ciones entre los valores del suero de 700 bovinos
vacunados y su proteccion a los 21-30 dias postva-
cunacién (DPV) frente a la exposicién al virus por
vfa intradermolingual (IDL) (70). De los bovinos
vacunados con vacuna inactivada, 25% de los que

lcentro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 5689, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

presentaron un indice de seroproteccion {ISP) en-
tre 0,1-1,0 estaban protegidos. En el rango inter-
medio (1,0-2,0), aproximadamente 60% de fos bo-
vinos vacunados no desarrollaron lesiones en las
patas después de la inoculacion en la lengua. Con
base en ese estudio se estableciO una expectativa
porcentual de proteccion (EPP) para los valores de
ISP (70), 1a cual indicé que mds del 90% de los ani-
males con un ISP > 2.5 podrian estar protegidos
frente al desaffo de virus de la FA. |.a mayoriade
estos datos se obtuvieron de bovinos expuestos al
virus por inoculacién en la lengua a los 21-30 DPV.

En un trabajo conjunto (6) realizado por el
CPFA vy la Direccién de Lucha contra la Fiebre Af-
tosa (DILFA), Uruguay, bovinos vacunados con di-
luciones de vacuna inactivada de adyuvante oleoso,
fueron desafiados 3 meses después por inoculacion
en la lengua. Los bovinos de los grupos con niveles
de proteccién = 90% generaimente tenian un ISP
> 2,5 y un titulo de microneutralizacion (TMN)
= 3,0.

En un experimento cooperativo (7) realizado
por el CPFA con el Instituto Nacional de Tecnolo-
gia Agropecuaria {INTA), Argentina, los bovinos
que fueron vacunados con vacuna de adyuvante
oleoso a los 6 meses postvacunacion, estaban pro-
tegidos frente al desafio por via IDL, si el ISP oel
TMN era=> 2,5.

Un trabajo (72) realizado por el CPFA junta-
mente con e} Centro de Enfermedades Animales de
Plum Island (PIADC) mostré que, grupos de bovi-
nos con un ISP promedio de 2,0-3,0 a los 6-12 me-
ses después de la revacunacién con vacuna antiaf-
tosa inactivada con adyuvante oleoso, tenian una
proteccion en el orden de 60-90% frente a ia ino-
culacién de virus en la lengua.

Encuestas serolégicas realizadas en dreas donde
se habia utilizado vacuna antiaftosa con adyuvante
oleoso mostraron muy satisfactcrios niveles de an-
ticuerpos (4, 5), de donde se podria deducir que
esas poblaciones estdn bien protegidas frente a la
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exposicion del virus de la FA; sin embargo, los da-
tos experimentales para corroborar esta suposicion
S0N escasos.

La oportunidad de realizar este estudio se pre-
sentd cuando, en un establecimiento situado en un
4rea piloto de aplicacién de vacuna con adyuvante
oleoso, se dispuso de 30 vacas que habian sido va-
cunadas tres veces con esta vacuna; la Gltima vacu-
nacion se efectud 13 meses antes de ser llevadas al
CPFA y exponerlas al virus.

MATERIALES Y METODOS

Bovinos vacunados

Las 30 vacas eran mestizas, con mas de 4 afios
de edad y provenian de ia Fazenda Santa Ménica,
Juparan3, Rio de Janeiro, perteneciente a la Em-
presa Brasileira de Pesquisas Agropecudrias
(EMBRAPA) del Ministerio de Agricultura.

Cuatro de las 30 vacas sufrieron FA {virus tipo
A) durante un brote ocurrido en el establecimien-
to, en 1976. La vacuna con adyuvante oleoso fue
aplicada en enero y julio de 1977 y en enero de
1978. Las vacas llegaron al CPFA a fines de enero
de 1979 y fueron expuestas al virus al principio de
febrero de 1979, poco mds de un afio después de la
Gltima vacunacion.

Bovinos y cerdos no vacunados

Cuatro bovinos y 6 cerdos sin historia de vacu-
nacion y libres de anticuerpos fueron agregados al
grupo de 30 vacas vacunadas, y sirvieron como
controles y donadores adicionales de virus.

Vacuna

Las vacunas de adyuvante oleoso fueron de las
partidas de produccidn de rutina del CPFA y usa-
das en ensayos de campo y en dreas demostrativas
(5).

Virus

Para la inoculacién de los bovinos y los cerdos
se usé el virus de la FA subtipo O;, cepa Campos,
de origen bovino.

Exposicién al virus
Todos los animales fueron inoculados con 10*
Dlso bovino en el epitelio lingual. Cuatro animales

no vacunados fueron inoculados de forma similar,
asi como 3 cerdos a los que se aplicaron 10° Dls,
bovino en una pata. Todos los bovinos y 3 cerdos
sin inocular fueron mantenidos juntos, en las mis-
mas instalaciones, y en {ntimo contacto hasta una
semana después de Ia inoculacion del virus, en que
fueron separados en pequefios grupos én comparti-
mientos abiertos, en el mismo gatp6n.

Examen de los bovinos

Dos dias después de la inoculacion los bovinos
fueron examinados para observar la presencia de
lesiones en la lengua y 9 dias después para determi-
nar la generalizacion.

Antes del desafio de virus y a los 15 y 36 dias
después de la exposicion fueron tomadas muestras
de suero y de liquido es6fago-faringeo (LEF).

Pruebas

Los anticuerpos circulantes fueron ensayados
por la prueba de MN (8) frente a las cepas de virus
usadas en la vacuna: O, Campos, A Bagé, A Ven-
ceslau y C Indaial. La cepa O; Campos fue usada
en la prueba de SP (7).

Los anticuerpos VIA fueron ensayados por la
prueba de doble difusién en agar (DDA) como fue
descrita (3).

El aislamiento del virus del LEF se llevé a cabo
como descrito (13), usando emulsificacién en tri-
clorotrifluoretano (TTE) y 3 series de pasajes en
volimenes de 10 mi en cultivos de células | B-RS-2
en monocapas en botellas Roux. Todos los cultivos
con efecto citopético fueron examinados por la
prueba de fijacion del complemento para confir-
mar el tipo.

RESULTADOS

Los bovinos y cerdos controles desarroliaron
FA generalizada. Uno de los bovinos contacto mu-
ri6 y lo mismo ocurrié con dos cerdos. Solamente
un bovino vacunado desarroll6 lesiones generali-
zadas en |as patas. De los 29 bovinos protegidos s6-
lo seis tuvieron una lesiébn en el punto de inocula-
¢ién de virus.

El Cuadro 1 resume estcs resultados asi como
los de las pruebas de los diversos anticuerpos y de
aislamiento de virus.
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CUADRO 1. Respuesta de bovinos expuestos al virus O de /a fiebre aftosa
un afio después de vacunados con vacuna de adyuvante oleoso
Antes desafio 15 DDV? 36 DDV
Bov, Microneutralizacion ISP Aisl.  Desafio ISP Aisl. Aisl.
NO Cind. ABagé AVenc. O O, VIA  virus Lesiones O, VIA  virus VIA  virus
651 =232 32 >35 =36 37 — - Neg? >50 - +1° 410
652 =36 =235 29 3.3 2,2 - - L€ >50 + +20 + Neg.
653 =36 =35 3,3 3,2 49 - - Neg. >52 -~ +20 - +3°
654 236 =35 236 =236 >45 - - Neg. >5,0 - +2°0  + +20
655 33 236 30 =35 2,1 - - Neg. >50 - Neg. - +10
656 =36 =36 32 =235 48 + - Neg. >5,0 +  +1° - +10
657 =35 3.2 32 2,7 48 - - Neg. >50 + +2° + Neg.
658 33 =235 2,7 3,2 28 + - L 49 + +20 + +10
659 236 33 32 =235 30 — - Neg. 42 + +1° 410
660 =36 29 29 33 >4p5 - - Neg. >52 + +20 +  +1°
661 =35 >3.6 3,0 33 25 - - L 52 + +20 + 410
662 =36 >36 >35 =36 40 - - Neg. 50 - +2°0 - +2°
663 =36 =36 =36 =36 >45 - - Neg. 50 — +20 - +2°
664 =36 =36 =36 236 >45 + - Neg. >50 + +2° +  Neg.
665 235 3,3 =35 29 20 - - Neg. >50 + +20 _—  +1°
666 >36 =36 >36 =36 47 + - Neg. >50 — +2° +  Neg.
667 2,7 2,7 23 26 10 - - Lapd >50 + 420 +  +1°
668 =36 =36 23 >35 >43 + - Neg. >50 + +2° +  +2°
669 >36 >35 29 =35 >43 + - Neg. >50 + +20 + 20
670 >36 =35 =36 =35 >43 + - Neg. >50 + +20 4+ 420
671 33 29 3,2 3.0 3,3 + - Neg, >5,0 + +20 + +1°
672 =36 =35 >36 33 >43 - - Neg. >50 — Neg. — +3°
673 =236 =35 3,0 3,3 36 -~ - Neg. >5,0 + + 20 + +10
674 235 =35 2.7 33 27 - - L >50 + Neg. + +2°
675 =36 =35 30 =35 47 - - Neg. >50 — Neg. —  +3°
676 3,3 29 24 26 1,5 - — L 5,0 + +10 + Neg.
677 >36 33 24 30 15 -~ - L >50 + +2° +  Neg.
678 =36 33 >35 =236 >43 - - Neg. >50 -~ +2°0 - +3°
679 33 =238 3,3 32 30 + — Neg. >50 + +1° +  +10
680 =35 =35 =35 3,3 19 + — Neg. 5.0 + 4120 + +10

9Dras después del desafio de virus.
bNegativos lengua y patas.

¢ =lengua.

dp = patas.
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En la prueba de MN la mayoria de los titulos
fue = 3,0. Para el tipo C, solamente un animal es-
tuvo por debajo de este valor. Para las cepas A Ba-
gé y A Venceslau hubieron 4 v 9 bovinos, respecti-
vamente, con valores menores que 3,0. Para la cepa
0, Campos, 4 bovinos estuvieron por debajo de
3,0.

Los valores para la prueba de SP presentaron va-
riacion en una gama mas amplia que los de la prue-
ba de MN. La EPP del grupo basado en la prueba
de SP fue de 92,3 + 4,4. El Unico animal no prote-
gido (N° 667) tuvo valores de 2,6 y 1,0 para las
pruebas de MN y SP, respectivamente. En la prue-
ba de SP los animales con lesiones en la lenguaen
el punto de inoculacidn tuvieron valores que varia-
ban de 1,5 a 2,8. Los animales con valores més al-
tos no presentaron ningln tipo de lesién. Sin em-
bargo, algunos bovinos con un ISP en el rango in-
termedio también fueron totalmente negativos. Es-
ta relacion probable entre lesiones primarias en la
lengua y el ISP no fue aparente con la prueba de
MN. Todos ios ISP aumentaron a valores de conva-
leciente {7, 9) después de la exposicién al virus.
Diez de las 30 vacas tenian anticuerpos VIA antes
de la inoculacion del virus, probablemente debido
al brote de virus tipo A de 1976. A los 15 dias des-
pués del desafio, 20 de 30 fueron positivas; a los
36 dias, 3 de las vacas positivas dieron resultados
negativos y dos de las negativas pasaron a ser posi-
tivas.

No fue aislado virus de ninguno de ios bovinos
antes del desafio. A los 15 dias del desafio se aislé
virus tipo O, de 26 animales. Cinco de los bovinos
fueron positivos al primer pasaje en cultivo de cé-
julas 1B-RS-2 y los 21 restantes al segundo pasaje.

A los 36 dias, 13 bovinos fueron positivos al vi-
rus al primer pasaje y 11 lo fueron al segundo o al
tercer pasaje, totalizando 24 bovinos de los cuales
fue aislado el virus tipo O, .

Los 4 bovinos de control fueron positivos al
VIA vy se aisl6é virus del LEF de cada uno de elios.
Como se esperaba, los anticuerpos alcanzaron ni-
veles de convaleciente.

DISCUSION

De acuerdo con los niveles de anticuerpos an-
tes del desafio de virus, se esperaba que los bovi-

nos usados en esta prueba estuviesen bien protegi-
dos contra la FA. Esta presuncion fue confirmada
ya que todos ios animales, menos uno, resistieron
a una descarga severa de virus O;, como son: la
inoculacion de 10° unidades virales en ei epitelio
lingual; el intimo contacto con 4 bovinos sin va-
cunar e inoculados de forma similar; la exposicién
a 3 cerdos donadores inoculados y a 3 cerdos con-
tacto, todos los cuales presentaron generalizacion.
Todos los animales fueron infectados como lo evi-
denci6 la respuesta de anticuerpos y el aislamiento
de virus. Cabe destacar que no todos los animales
fueron positivos al VIA (DDA} aunque el virus se
replico en la region faringea. Observaciones simi-
lares fueron hechas por otros autores (2, 77).

Este experimento confirma la suposicién de
que una poblacién bovina con una EPP > 90 estd
bien protegida contra la FA, aun cuando la Gitima
vacunacion se hubiese realizado un afio antes, ©
mds. Lo mismo se infiere cuando un aito porcenta-
je tiene un TMN > 3,0. Un desafio mds severo de
la inmunidad que el efectuado en este experimento
seria dificil de realizar en condiciones de campo o
aun en ferias o exposiciones ganaderas.
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RESPONSE OF CATTLE TO FOOT-AND-MOUTH DISEASE (FMD) VIRUS EXPOSURE
ONE YEAR AFTER IMMUNIZATION WITH OIL-ADJUVANTED FMD VACCINE

Ivo Gomes!, P. Sutmélier; R. Casas Olascoaga’

SUMMARY

Thirty cows that had been vaccinated 3 times
at 6-month intervals with oil-adjuvanted foot-and-
mouth (FMD) vaccine were exposed to virus type
O, by intradermolingual inoculation and exposure
to infected cattle and pigs 13 months after their
last vaccination.

According to the pre-challenge antibody levels
a high protection was expected which was con-
firmed by the challenge test. Only one of the 30
cattie developed generalized FMD. Of the 29
protected cattle only 6 had a lesion on the in-
oculation site.

These observations confirm, in general, that
uniform high antibody levels of cattle popula-
tions vaccinated with oil-adjuvanted FMD vac-
cine indicate solid population immunity.

INTRODUCTION

Field studies to evaluate the efficacy of foot-
and-mouth disease (FMD) vaccines are mainly
based on the results of virus neutralizing antibody
tests. Most commonly used for this purpose by
the Pan American Foot-and-Mouth Disease Center
(PAMFDC) are the microneutralization test (MNT)

(8) and the mouse protection test (MPT) (7). For

the MPT the relationship between the serum values
of some 700 vaccinated cattle and their protection
at 21-30 days post-vaccination {DPV) against intra-
dermolingual (IDL) virus exposure were established
(70). Of cattle vaccinated with inactivated vaccine
with a mouse protection index (MPI) in the range
0.1-1.0, 25% were protected. In the intermediate
range {1.0-2.0) approximately 60% of vaccinated
cattle did not develop foot lesions after tongue
inoculation. Based on that study an expected

'pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.

percentage of protection (EPP} for MPI values
was established (70), indicating that more than
90% of cattle with an MPI = 2.6 would be ex-
pected to be protected at FMD virus challenge.
Most of this data was derived from cattle exposed
to virus by tongue inoculation at 21-30 DPV.

In a joint experiment (6) of the PAFMDC and
the FMD Control Directorate (Direccion de Lucha
contra la Fiebre Aftosa, DILFA), Uruguay, cattle
vaccinated with dilutions of inactivated oii-ad-
juvanted vaccine were challenged by tongue in-
oculation 3 months later. Cattle of the groups
with protective levels of 2 90%, generally, had an
MPI = 2.5 and MNT > 3.0.

In a collaborative experiment (7) with the Na-
tional Institute of Agricultural Technology (Insti-
tuto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, INTA},
Argentina, cattle vaccinated with oil-adjuvanted
vaccine were protected when inoculated IDL at 6
months after vaccination if their MPI or MNT was
= 2.5,

An experiment {72) of the PAFMDC and the
Plum lIsland Animal Disease Center (PIADC)
showed that groups of cattle with a mean MPI of
2.0-3.0 at 6-12 months after revaccination with
inactivated oil-adjuvanted FMD vaccine had a
protection against tongue challenge on the order
of 60-90%.

Serum surveys in areas where oil-adjuvanted
FMD vaccines have been used showed very satis-
factory antibody levels (4, 5). Such populations
appear to be well protected against FMD virus.ex-
posure; however, experimental data to substan-
tiate this assumption is scarce.

We were given an opportunity to make such a
study when a farm situated in an oil-adjuvanted
vaccine pilot area had to dispose of 30 cattle
which had been vaccinated three times with oil-
adjuvanted vaccine; the last vaccination had oc-
curred 13 months before they were brought to
the PAFMDC and exposed to virus.
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MATERIALS AND METHODS

Vaccinated cattle

The farm from which the 30 crossbred cows
originated (Fazenda Santa Monica, Juparana, Rio
de Janeiro) belongs to the Brazilian Agency for
Agricultural Research (Empresa Brasileira de Pes-
quisas Agropecuarias, EMBRAPA) of the Ministry
of Agriculture. All cattie were over 4 years old.

Four of the 30 cows had been affected by FMD
virus type A during an FMD outbreak in 1976.
Oil-adjuvanted vaccine was used in January and
July 1977 and in January 1978. The cows arrived
at the PAFMDC at the end of January 1979 and
were exposed to virus early in February 1979,
slightly more than one year after their last vac-
cination.

Unvaccinated cattle and pigs

Four susceptible cattle and 6 pigs without vac-
cination history and free of antibodies were added
to the group of the 30 vaccinated cows as controls
and additional virus donors. -

Vaccine

The oil-adjuvanted vaccines were from routine
production batches of the PAFMDC and have been
used in field trials and demonstration areas {5).

Virus

FMD virus subtype O,, strain Campos of cattle
origin was used for virus exposure of the cattle and
pigs.

Virus exposure

All cattle were inoculated with 10* bovine
IDs o in the tongue epithelium. Four unvaccinated
cattle were similarly inoculated as well as 3 pigs
which were inoculated with 10* bovine IDsq in
one foot. All animals plus 3 uninoculated pigs
were housed together in intimate contact until
one week after virus inoculation when they were
separated into small groups in loose boxes in the
same barn.

Cattle examination
Cattle were examined for tongue lesions two
days after inoculatien and checked for generaliza-

tion 9 days after exposure.

Sera and oesophageal-pharyngeal (OP) fluid
were collected before virus exposure and at 15
and 36 days after virus exposure.

Test procedures

Circulating antibodies were assayed by the
MNT (8) against virus strains used in the vaccine:
0, Campos, A Bage, A Venceslau and C Indaial.
Virus strain O; Campos was used in the mouse
protection test (7).

VIA antibodies were assayed in the double
diffusion agar precipitation (DDAP) test as de-
scribed (3).

Virus isolation from OP fluid was carried out as
described (73) using TTE emulsification and 3
serial passages of 10 ml volumes in |B-RS-2 cell
monolayer cultures in Roux flasks. All cultures
with cytopathic effect were assayed by the com-
plement fixation test for type confirmation.

RESULTS

All control cattle and pigs developed general-
ized FMD. One of the control cattle died as did 2
of the pigs. Only one of the vaccinated cattle de-
veloped generalized lesions on the feet. Of the 29
protected cattle only six had a lesion on the site
of virus inoculation.

Table 1 summarizes these results as well as
those of the various antibody and virus isolation
tests.

in the MNT most titers were > 3.0. For type C
only one animal showed titers below this value.
For the two A strains Bage and Venceslau there
were 4 and 9 cattle respectively, with values less
than 3.0. For O, Campos, 4 cattle were below
3.0.

The MPT values varied over a wider range than
the MNT. The EPP of the group based on the MPI|
was 92.3 t 4.4. The one unprotected animal (No.
667) had an MNT of 2.6 and an MPI of 1.0. In the
MPT the animals with a tongue lesion at the in-
oculation site had values in the 1.5-2.8 range.
Animals with higher values did not show even
this type of lesion. However, a few cattle with an
MPI in the intermediate range were also complete-
ly negative. This type of possible relationship
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TABLE 1. Response of cattle exposed to foot-and-mouth disease virus 0,
one year after vaccination with oil-adjuvanted vaccine

Before challenge 15 ppPC? 36 DPC

Cattle Microneutralization MPI virus Challenge MP1 Virus Virus
No. Cind. A Bage AVenc. O; O, VIA isol. Lesions Op VIA isol.  VIA isol.

651 =>3.2 32 >35 =36 37 - - Neg? >50 —  +1st  —  +1st

652 =36 =235 2.9 3.3 22 - - 7€ >5.0 4+ +2nd +  Neg.

653 =36 =35 3.3 3.2 4.9 - - Neg. >52 - +2nd - +3rd
654 =36 =35 =36 =36 >45 - - Neg. >50 - +2nd + +2nd
655 33 236 3.0 =35 2.1 - - Neg. >50 - Neg. — +1st

656 =36 =36 32 =235 4.8 + - Neg. >50 + +1st —  +1st

657 =35 3.2 3.2 2.7 48 - - Neg. >5.0 + +2nd +  Neg.

658 3.3 >35 2.7 3.2 2.8 + - T 4.9 + +2nd + st

659 =36 3.3 32 =35 3.0 - - Neg. 42 + +1st  —  Hlst

660 =3.6 2.9 29 33 >45 — - Neg. >52 + +2nd + st

661 =35 >36 3.0 3.3 2.5 - - T 52 + +2nd  +  tist

662 =36 >3 =35 =36 40 — - Negz. 650 - +2nd — F2nd
663 =36 >3 =36 =36 >45 - Negz. 50 — +2nd =— t2nd
664 =36 >36 =35 =36 >45 + - Neg. >50 + +2nd + Neg

665 =3.5 33 >35 2.9 2.0 — - Neg. >50 + +ong — Hlst

666 =36 >36 =36 =36 47 4 ~ Neg. >50 — +2nd +  Nes.

667 27 2.7 2.3 2.6 1.0 - - T4k >80 + +ong T Flst

668 =3.6 >36 29 =235 243 + - Neg. >50 + +2nd t t2nd
669 =36 =35 29 >35 >43 + - Neg. >50 + +ond +  t2nd
670 >36 =35 =36 =35 >43 + - Neg. >5.0 + +2ng t+ t2nd
671 3.3 2.9 3.2 3.0 33 + - Neg. >50 + +2ng  t Hlst

672 >36 =35 =36 33 >43 - - Neg. >50 - Neg. — *t3rd

673 >36 =35 3.0 33 36 - - Neg. >5.0 + +2nd  t  Hist

674 >35 =35 2.7 3.3 2,7 - - T >50 + Neg. + +2nd
675 >36 =35 30 235 4.7 - - Neg. >5.0 ~— Negg. — t3rd

676 3.3 2.9 2.4 2.6 15 - - T 50 + +1st  +  Neg.

677 >36 3.3 2.4 3.0 1.5 - - T >50 + +2nd +  Neg

678 =36 33 235 236 >4.3 - - Neg. >5.0 - +2nd ~— +3rd

679 3.3 >36 3.3 3.2 3.0 + - Neg. >5.0 + +1st +  +1st

680 =35 =35 235 3.3 1.9 + - Neg. 50 + +2nd  +  Hist

3pPPC = Days post-challenge.

bNegative for tongue and feet.
CT = tongue.
dF = feet,
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between primary tongue lesions and the MP| was
not apparent with the MNT. All MPI increased to
convalescent values (7, 9) following virus expo-
sure. Ten of the 30 cows had VIA antibody before
virus inoculation probably as a result of the type
A, FMD outbreak in 1976. At 15 days post-chal-
lenge 20 of the 30 were positive. At 36 days post-
challenge 3 of the positive cattle became negative
and 2 of the negative became positive.

No virus could be isolated from any of the cat-
tle before challenge. At 15 days post-challenge
virus type O; was isolated from 26 cattle. Five
cattle were positive at first passage in 1B-RS-2
cell culture; the remaining 21 were positive at
second passage.

At 36 days 13 cattle were virus positive at
first passage and 11 were at second or third pas-
sage, making a total of 24 cattle from which type
O, virus was isolated.

Ali four control cattle became VIA positive
and virus was isolated from the OP fluid of each.
As expected their antibodies reached convalescent
levels.

DISCUSSION

According to pre-challenge antibody levels the
cattle used in this test were expected to be well
protected against FMD. This assumption proved
correct as all but one animal withstood an ex-
tremely severe challenge of virus O, : inoculation
in the tongue epithelium of all cattle with 10*
virus units; intimate contact with 4 similar in-
oculated unvaccinated cattle; exposure to 3 in-
oculated donor and 3 contact pigs all with gen-
eralizing disease. Indeed, all cattle became infected
as evidenced by antibody response and virus
isolations. It is noteworthy that not all cattle be-
came VIA positive (DDAP) even though virus had
replicated in their pharyngeal area. Similar obser-
vations were made by others (2, 77).

This experiment confirms the assumption
that a cattle population with an EPP of > 90 is
well protected against FMD even if the last vac-
cination was more than a year ago. The same is
true when a high percentage of the herd has an
MNT 2> 3.0. A more severe challenge of immunity
than in this experiment would be difficult to en-

vision under farm conditions or even at auctions
or cattle shows.
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PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS EN RESPUESTA A LA REVACUNACION
CON VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO

P. Augé de Mello'; P. Sutméller'; K. de Freitas Costa'; Abel Milldn®

COMUNICACION BREVE

En otra publicacién (7) se informé sobre la res-
puesta inmunitaria de 72 bovinos vacunados con
vacunas antiaftosa de emulsién primaria y doble.
Al fin de ese experimento, 6 meses después de la
vacunacion, la media aritmética de los t(tulos neu-
tralizantes de los diversos grupos experimentales
variaba entre 2,2 y 2,8.

Para este trabajo, esos 72 bovinos fueron dividi-
dos aleatoriamente en tres grupos, manteniendo
una correlacion con los grupos del trabajo anterior.

/’fos bovinos del grupo 1 no se revacunaron, los
del grupo 2 se revacunaron con 10 ml de una vacu-
na antiaftosa de emulsién doble y los del grupo 3
con 5 ml de una vacuna de emulsién primaria. -

La emulsién primaria fue la misma que para
la vacuna padrén 2 usada en la primera vacuna-
cién informada en el trabajo anterior (7). La
emulsién doble se preparé a partir de la vacuna
de emulsidbn primaria, mediante reemulsifica-
cion con un volumen igual de solucion buffer
fosfato (SBF) de pH 7.4, con 2% de polioxietileno
20 monooleato de sorbitol®. Detalles de los anti-
genos, de la preparacion y de la prueba de po-
tencia de esa vacuna se encuentran en la publica-
cion citada (7).

Los Cuadros 1 y 2 contienen las medias aritmé-
ticas de los titulos neutralizantes de los 3 grupos
de bovinos, por un periodo de dos afios después de
la revacunacién de los grupos 2 y 3. Puede obser-
varse que el titulo del grupo 1 no vacunado decre-

!Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

ZDireccién de Lucha contra la Fiebre Aftoss, Ruta 8,
“Brig. Gral. Juan A. Lavalleja”, Km 29, Pando, Uruguay.

3 Tween 80— ICI America Inc. Atlas Chemicals Division.

ci6 graduaimente hasta 1,75 y 1,83 para las cepas
0O, Campos y A, 4 Cruzeiro, respectivamente.

CUADRO 1. Media aritmética de los
t/tulos neutralizantes para el virus de la fiebre aftosa
0, Campos después de la revacunacién con
vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso

Revacunados
Meses pos- No re- Emulsién Emulsion
revacunacion vacunados doble primaria
0 2,33+0,43% 239%0,61 2491052
1 2,33+0,34 355*0,10 3481021
3 216+0,28 332*043 3,26+%0,33
6 203*030 325043 3,1410,35
12 2131049 3391035 _ 3,17 £0,37
24 1,75120,43 3,405 2871045

8Media aritmética y desviacidn estandar,

CUADRO 2. Media aritmética de los
titulos neutralizantes para 8/ virus de la fiebre aftosa
A4 Cruzeiro despuds de la revacunacién con
vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso

Revacunados
Meses pos- No re- Emulsion Emulsién
revacunacion vacunados doble primaria
0 2691055 258+044 2,781058
1 230042 3351028 3,50+0,21
3 205%048 2941046 3,421023
6 210+t048 284+051 3271035
12 19712052 2,78*057 3,1810,46
24 1831046 2491050 2901043

La media aritmética de los titulos neutralizan-
tes para la cepa O; Campos de los grupos de bovi-
nos vacunados con la vacuna de adyuvante oleoso
doble o primaria se mantuvieron en niveles altos
durante el periodo de observacidn a partir de la re-
vacunacion. Los valores para la cepa A, 4 Cruzeiro
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fueron un poco mas bajos, debido probablemente
a la composicién de la valencia A de las vacunas.
Tanto la vacuhacién como la revacunacion fueron
hechas con vacunas que tenian un 50% de A Bagé,
26% de A Venceslau y 25% de A Cruzeiro. Enel
Cuadro 3 figura la media aritmética de los titulos
neutralizantes para la cepa A Bagé, de sueros obte-

nidos 6 y 12 meses después de la revacunacion.

Puede observarse que ellos son similares o un poco
més altos que los titulos para la cepa A4 Cruzeiro.

CUADRO 3. Media aritmética de los titulos
neutralizantes para el virus de Ia fiebre aftoss A Bagé

Meses posrevacunacion

Grupos de bovinos 6 12
No revacunados 2,48 10,457 2391044
Revacunados
Emulsién doble 2,89 £047 3,00t0,41
Emuisién primaria 3,03%+0,33 3,256 +0,29

'Media aritmética y desviacion estdndar.

Cuando la vacuna de emulsién primaria se so-
metid a una prueba de potencia en bovinos frente
a la cepa O,, 30 dies después de la vacunacion, se
observé que estaban protegidos 8 de 8 animales va-
cunados con la vacuna sin diluir y 6 de 8 con la va-
cuna en la dilucién 1:10 (7). La media aritmética
de los titulos neutralizantes de estos grupos de bo-
vinos era 3,24 £ 0,44 y 2,81 + 0,70, respectiva-
mente. Para la cepa O; Campos la media aritméti-
ca de los titulos neutralizantes uno y dos afios des-

pués de la revacunaciobn con la misma vacuna era
3,39 £ 0,35y 3,14 £ 0,56 para la emulsion doble y
3,17 £ 0,37 y 2,87 £ 0,45 para la emulsién prima-
ria. Por lo tanto, es muy probable que esos bovinos
hubieran estado protegidos frente a la descarga del
tipo 0, Campos. Esta opinion se fundamenta en
los resultados de otro experimento realizado en el
CPFA (2), en el cual 30 bovinos se expusieron al
virus un afio después de repetidas vacunaciones
con vacunas de adyuvante oleoso. Los anticuerpos
neutralizantes de esos bovinos eran similares a los
obtenidos en el presente experimento y todos los
animales, menos uno, resistieron a la descarga.

Nuestra intencién es continuar estudiando los
bovinos de este experimento sin practicaries nue-
vas revacunaciones contra la fiebre aftosa, con el
objeto de observar, hasta donde sea posible, la
persistencia de anticuerpos.
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PERSISTENCE OF ANTIBODY RESPONSE AFTER REVACCINATION
WITH OIL-ADJUVANTED FOOT-AND-MOUTH DISEASE VACCINE

P. Augé de Mello'; P. Sutméller'; K. de Freitas Costa'; Abel Millén*

SHORT COMMUNICATION

An accompanying paper () reported on the
immune response of 72 cattle after vaccination
with primary and double emulsion foot-and-mouth
disease (FMD) vaccines. At the end of that experi-
ment at 6 months post-vaccination the mean neu-
tralization titers of the various experimental
groups ranged from 2.2 to 2.8.

For the present experiment these 72 cattle were
randomly divided in 3 groups, with equal contribu-
tion of each of the original experimental groups to
the three new groups.

Cattle of group 1 were left without revaccina-
tion, cattle of group 2 were revaccinated with 10
ml of a double emulsion FMD vaccine and group 3
was revaccinated with 5 m!l primary emulsion FMD
vaccine,

The primary emulsion was the same as the
standard vaccine 2 used for the first vaccination
reported in the accompanying paper (7). The
double emulsion was prepared from the primary
emulsion vaccine by reemulsification with an equal
volume of phosphate buffer solution (PBS), pH
7.4, containing 2% polyoxyethylene 20 sorbitan
monooleate®. Details on the antigens, formulation
and potency testing of that vaccine can also be
found in that paper (7).

Tables 1 and 2 list the mean neutralization
titers of the 3 groups of cattle for a period of two
years after revaccination of groups 2 and 3. It can
be observed that the neutralization titer of the un-
vaccinated group 1 graduaily decreased to 1.75

'Pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.
? Direcci6n de Lucha contra la Fiebre Aftoss, Ruta 8,
“Brig. Gral. Juan A. Lavalleja”, Km 29, Pando, Uruguay.
3 Tween 80 — ICI America Inc. Atlas Chemicals Division.

and 1.83 for strains O; Campos and A, 4 Cruzeiro,
respectively.

TABLEF 1. Mean of serum neutralization titers
against FMD virus O, Campos of cattle
after revaccination with oil-adjuvanted FMD vaccines

Revaccinated

Months post- Not re- Double Primary
revaccination  vaccinated emulsion emulsion
o] 2.3310437 2.3910.61 249*0.52
1 2331034 3551010 3.48+0.21
3 2161028 332%*043 3.26+0.33
6 2031030 3251043 3.14%0.35
12 2131049 3391035 3.1710.37
24 1752043 3.141056 2.87*045

4Mean and standard deviation.

TABLE 2. Mean of serum neutralization titers
against FMD virus A, 4 Cruzeiro of cattle
after revaccination with oil-adjuvanted FMD vaccines

Revaccinated
Months post- Not re- Double Primary
revaccination  vaccinated emulsion emulsion
0 2691055 258+044 2.7810.58
1 230042 3.35%0.28 3.50%0.21
3 205+048 2941046 3.4210.23
6 210+0.48 2.84 1051 3.2710.35
12 1971052 278+057 3.18+0.46
24 1.83+046 249+0.50 2.90+043

The mean neutralization titers for strain 0,
Campos of the groups of cattle vaccinated with the
double or primary oil-adjuvanted vaccine remained
at high levels throughout the post-revaccination ob-
servation period. Slightly lower values are obtained
for strain A; 4, Cruzeiro which probably is due to the
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composition of the A valency of the vaccines.
Both the original vaccination and the revaccination
were done with vaccines of which the A valency
contained 50% A Bage, 25% A Venceslau and 25%
A Cruzeiro. The mean neutralization titers against
strain A Bage of sera collected 6 and 12 months
after revaccination are listed in Table 3. It can be
observed that those titers are similar or slightly
higher than those for strain A,, Cruzeiro.

TABLE 3. Mean neutralization titers of cattle
against FMD virus A Bage

Months post-revaccination

Cattle groups 6 12
Not revaccinated 2.48 +0.459 2.39+0.44
Revaccinated

Double emulsion 2.89 £ 0.47 3.00 £0.41

Primary emulsion 3.03+0.33 3.26 £0.29

8Mean and standard deviation.

- When the primary emulsion vaccine was poten-
cy tested for strain O, in cattle at 30 days post-
vaccination it protected 8 out of 8 cattle with the
undiluted vaccine and 6 out of 8 cattle with the
vaccine diluted 1:10 (7). The mean neutralization
titers of these groups of cattle were 3.24 + 0.44
and 2.81 + 0.70, respectively. The mean antibody
titers of cattle against O; Campos one year and
two years after revaccination with the same vac-
cine were 3.39 + 0.35 and 3.14 1 0.56 for the
double emulsion, and 3.17 = 0.37 and 2.87 £ 0.45
for the primary emuision respectively. It is most

likely therefore that those cattle would have been
protected abainst challenge with type O; Campos.
This assumption is substantiated by the results of
another experiment done at the Pan American
Foot-and-Mouth Disease Center (2). In that ex-
periment 30 cattle were exposed to this virus one
year after repeated vaccinations with oil-adjuvanted
vaccines. The neutralizing antibodies of these 30
cattle were of the same order as those obtained in
the present experiment and all but one animal
were protected at challenge.

It is our intention to continue studying the
cattle of the present experiment without further
FMD vaccinations in order to establish the persis-
tence of antibodies for as long as possible.
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PROTECCION DE BOVINOS DESPUES DE
VACUNADOS CON VACUNAS ANTIAFTOSAS CON ADYUVANTE OLEOSO

Daniel Abaracon®; A, Alonso Ferndndez!
Nelson Magallanes® ; Eduardo G, Charles® ; Luis A. Durini®

COMUNICACION BREVE

Varios trabajos han sido escritos sobre la expo-
sicion de bovinos al virus de la fiebre aftosa aproxi-
madamente a los 30 dias después de haber sido va-
cunados con vacuna con adyuvante oleoso (7, 3,
6,7).

En otro trabajo con vacunas con adyuvante
oleoso {6) también se incluyd un experimento para
determinar la proteccién de bovinos a los 6 meses
después de la vacunacién. En este estudio se obtu-
vieron niveles de proteccion de 13/16, 12/16 y
13/16 (protegidos/inoculados) a 1, 4 y 6 meses
posvacunacion respectivamente, frente a la inocu-
laciébn por via intradermolingual (IDL) de 10*
Dls o ratén lactante del virus del subtipo O;.

Recientemente fue descrito un estudio con des-
carga por inoculacién iDL de los bovinos a 1, 2 y3
meses después de vacunados (3). La vacuna fue
diluida en una emulsién sin antigeno (diluyente
activo) y proporcioné, para la cepa 0, Campos,
160, 160 y 115 dosis protectora 50% {DPso) a1,
2 y 3 meses posvacunacién, respectivamente.

El objetivo del presente experimento es infor-
mar sobre la respuesta a la descarga de virus y sero-
l6gica de bovinos que recibieron vacuna oleosa y
fueron comprobados a diferentes perfodos posva-
cunales.

Las caracteristicas del antigeno de la vacuna
utilizada en este experimento estan indicadas en el

tCentro Panamericano de Fisbre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

2Consultor de la OPS/OMS en Argentina. Direccion ac-
tual: Director General de Servicios Veterinarios, Ministe-
rio de Agricultura y Pesca, Constituyente 1476, Montevi-
deo, Uruguay.

3Servicio de Laboratorios (SELAB), SENASA, Chorroa-
rin 134, Buenos Aires, Argentina.

Cuadro 1. Las DPs, obtenidas con diluyente acti-
vo en cobayos (2) fueron de 18, 10 y 20 para los
virus O; Campos, A;, Argentina/68 (8345) y
C; Resende, respectivamente. E| valor para el vi-
rus O; Campos es la media de cinco pruebas, lo
que supuso el uso de 30 cobayos por dilucién.

'CUADRO 1. Caracteristicas de los antigenos
usados en /a vacuna de fiabre aftosa con adyuvante oleoso

Método de Infectividad
Virus produccion TFC®  DIgoCC/mi
Oy Campos ~ Cultivosen 113 7.3
suspension
A 8345 Cultivos en 1716 7.1
monocamadas
C3 Resende Cultivo§ en 1/14 7.6
suspension

#TFC = Trwlo fijacién del complemento 50% (4UHCgo—
90’).

Se utilizaron bovinos Hereford con 2 afios de
edad, procedentes del &rea libre de fiebre aftosa
de Argentina (Patagonia), los cuales fueron vacuna-
dos en los aislamientos del Servicio Nacional de Sa-
nidad Animal (SENASA), en Buenos Aires.

Los 75 bovinos utilizados, divididos en 5 gru-
pos de 15 animales cada uno, fueron vacunados
con vacuna con adyuvante oleoso.

La vacuna fue diluida usando el diluyente acti-
vo (emulsién sin antigeno) vy se vacunaron grupos
de 15 bovinos con la vacuna sin diluir y con cada
una de las diluciones 1:4, 1:16, 1:64 y 1:256 res-
pectivamente. En todos los casos fueron aplicados
5 ml por via intramuscular. A los 35, 97 v 186
dfas posvacunacién (DPV) cinco bovinos de cada
grupo més dos o tres controles sin vacunar fusron
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inoculados por via IDL con 10° Dls, bovino
de la cepa O; Campos. Todos los animales fueron
examinados en la lengua y patas a los 7 dias des-
pués de la inoculacién. Los resultados de la com-
probacién estan presentados en el Cuadro 2.

CUADRO 3. Respuesta inmunitaria de bovinos
vacunados con vacuna con adyuvante oleoso
inoculados por via IDL con el virus de la fiebre aftosa
0, Campos, 97 dias después de /a vacunacioén

CUADRO 2. Proteccién de bovinos inoculados
por via intradermolingual con 10° D1 50 de la cepa de
virus de fiebre aftosa O, Campos, después de vacunados
con diferentes diluciones de vacuna antiaftosa con
adyuvante oleoso y a diferentes dias posvacunacioén

Dias posvacunacion

Dilucion de
la vacuna 35 97 186 Tota!
11 5/5 5/5 5/5 15/15
1:4 5/5 5/5 5/5 15/15
1:16 5/5 5/5 3/5 13/15
1:64 3/5 4/5 2/4 9/14
" 1:256 3/5 3/5 1/5 7/15

Se extrajeron muestras de suero a los 97 vy
186 DPV y se realizaron pruebas de seroprotec-
cion (SP) (4) y de neutralizacion por microtéc-
nica (MT) (5). Las respuestas individuales de
estos animales estan indicadas en los Cuadros
3vya4.

Se observo que los valores de SP y MT = 2,5
correspondian a animales protegidos. Sin em-
bargo, valores més bajos no indican necesaria-
mente falta de proteccion. Una dosis respuesta
gradual puede ser observada en los resultados
de la inoculacioén y del nivel de anticuerpos.

Esta vacuna contenia 18 DPs, y fue proba-
da en cobayos en cinco replicaciones que in-
volucraron el uso de 30 cobayos por dilucion.

Dilucién de NO de
la vacuna bovinos 1sp? MT? Lesiones

001 >450 >3.45 Neg.
002 2,90 2,70 L

11 003 >4,50 3,15 L
004 >4,50 3,30 L
005 >4,50 3,15 Neg.
006 >4,50 3,30 Neg.
007 >450 =360 Neg.

1:4 008 >450 2=>345 Neg.
009 >450 =2>3,45 Neg.
010 450 =345 L
011 >4,50 3,15 Neg.
012 2,75 3,00 L

1:16 013 2,75 3,15 L
014 >450 23,60 L
015 - 3,18 L
016 0,00 1,50 L ap?
017 2,11 2,70 L

1:64 018 385 =360 L
019 >360 >>3,60 L
020 1,60 2,70 L
021 4,00 3,00 L
022 035 <1,20 L 4P

1:256 023 0,35 1,95 L
024 1,60 2,70 L
025 0.85 1,80 L 4P

Controles 25 0,35 <060 L 4P
30 020 <060 L 4P

#|1SP = indice de seroproteccién.
bMT = neutralizacién por microtécnica.
= |esiones en el punto de inoculacion de |a lengua.

°L
dp

= nGimero de patas con lesiones.
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CUADRO 4. Respuests inmunitaria de bovinos
vacunadas con vacuna con adyuvante oleoso
inoculados por via IDL con el virus de Ia fiebre aftosa
O, Campos, 186 dras después de Ia vacunacién

Dilucién de N©O de

la vacuna bovinos ISP MT ‘Leaiones
102 3,70 3,15 L
141 103 1,90 2,85 L
' 104 1,50 2,85 L
105 3,01 23,60 L
106 2,75 3,30 L
107 2,00 3,30 L
1:4 108 <1,00 2,10 L
109 2,75 =23,60 L
110 3,90 3,15 L
1 2,08 3,15 L
1:16 112 2,68 3,30 L
115 0,68 240  L2P
116 143 23,60 L
17 1,68 2,85 L
164 118 1,18 2,40 L 4P
119 043 1,65 L 4P
120 2,08 2,56 L
121 0,93 1,65 L3P
122 2,43 2,85 L
1:256 123 068 <1,36 L 4P
124 0,18 <«1,20 L 4P
126 093 1,80 L 4P
140 0,25 <1,20 L 4P
Controles 142 025 «1,20 L 4P
143 026 «1,20 L 4P
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PROTECTION OF CATTLE FOLLOWING VACCINATION
WITH OIL-ADJUVANTED FOOT-AND-MOUTH DISEASE VACCINE

Daniel Abaracon® ; A. Alonso Fernandez*
Nelson Magallanes® »Eduardo G. Charles® : Luis A. Durini®

SHORT COMMUNICATION

Several experiments have been reported on
exposure of cattle to virulent foot-and-mouth
disease (FMD) virus approximately 30 days after
vaccination with oil-adjuvanted vaccine (7, 3,
6, 7).

Early studies on oil-adjuvanted vaccines (6)
included experiments to determine the duration
of protection for cattle for as long as 6 months
post-vaccination. In that study the protection
levels against challenge with 10* mouse IDsq of
FMD virus subtype O; inoculated intradermo-
lingually (IDL) were 13/16, 12/16 and 13/16
(protected cattle/number inoculated) at 1, 4 and
6 months post-vaccination, respectively.

Recently, a study was reported with IDL chal-
fenge of cattle at 1, 2 and 3 months postvac-
cination (3). In that experiment the vaccines
were serially diluted with antigen-free-emulsion
{active diluent) and contained 160, 160 and 115
cattle protective dose 50% (PDs,) for strain O,
Campos at 1, 2 and 3 months post-vaccination,
respectively.

The present experiment was made to determine
the serological response and resistance to chalienge
of cattle vaccinated with oil-adjuvanted vaccine at
different periods post vaccination.

The characteristics of the vaccine antigens used
in the present experiment are listed in Table 1.

lPan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.

2PAHO/WHO Consultant in Argentina. Present address:
Director General de Servicios Veterinarios, Ministerio de
Agricultura y Pesca, Constituyente 1476, Montevideo,
Uruguay.

*Servicio de Laboratorios (SELAB), SENASA, Chorroa-
rin 134, Buenos Aires, Argentina.

The PDs values (2) in guinea pigs (active diluent)
were 18, 10 and 20 for virus O; Campos, A, 4 Ar-
gentina/68 (8345) and C; Resende, respectively.
The mean value for virus O; Campos was obtained
with five replicate tests with a total of 30 guinea
pigs per dilution.

TABLE 1. Characteristics of antigens
used in the FMOD oil-adjuvanted vaccine

Production infectivity
Virus method CFT?  CCIDgo/ml
O; Campos  Suspension 113 7.3
culture
A 8345 Monolayer 116 7.1
culture
C; Resende  Suspension 114 7.6
culture

3CFT =50% complement fixation titer (4HCU;,—90').

Cattle used in the present experiment were 2
years old Hereford steers from the FMD free area
of Argentina (Patagonia). They were vaccinated at
an isolation units of the National Animal Health
Service (SENASA) in Buenos Aires.

A total of 75 cattle divided in 5 groups of 15
were vaccinated with the oil-adjuvanted vaccine.

The vaccine was diluted using active diluent
(antigen free water-in-0il emulsion). Fifteen cattle
groups were vaccinated with the undiluted vaccine
and with the dilutions 1:4, 1:16, 1:64 and 1:256,
respectively. In all cases the dose was 5 mi, given
intramuscularly. Of each group 5 cattle were chal-
fenged by IDL inoculation with 10* bovine IDsq
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of strain O, Campos at 35, 97 and 186 days
post-vaccination (DPV), respectively, together
with 2 or 3 unvaccinated control cattle. All cat-
tle were examined for tongue or foot lesions at
7 DPV. The results of these challenge tests are
presented in Tabie 2.

TABLE 3. /mmune response of cattle vaccinated

with oil-adjuvanted vaccine and exposed by

IDL inoculation with FMD virus Oy Campos
97 days after vaccination

TABLE 2. Protection of cattle inoculated
intradermolingually (1DL) with 10* IDsq of
0, Campos FMD virus after vaccination with

different dilutions of oil-adjuvanted FMD vaccine
at different post-vaccination days

Days post vaccination

Difution of
vaccine 35 97 186 Total
11 5/5 5/5 5/5 15/15
14 5/5 5/5 5/5 15/15
1:16 5/5 5/5 3/5 13/16
1:64 3/5 4/5 2/4 9/14
1:256 3/5 3/5 1/5 7/15

Pre-challenge sera were collected from the cat-
tle challenged at 97 and 186 DPV and antibody
assays were done by the mouse protection test
{MPT) {4) and the microneutralization test (MNT)
(56). The individual immune response of those
cattle are presented in Tables 3 and 4.

It was observed that with a value of > 2.5 for
either the MPT or the MNT the animals were pro-
tected. However, lower values not necessarily
indicated a lack of protection. A graded dose
response can be observed both for the challenge
results and for the results of the antibody tests.

It must be noted that the vaccine used in the
present study contained 18 guinea pig PDg,
according to the results of five replicate tests
using a total of 30 guinea pigs per dilution.

Vaccine No. of
dilution cattle MPIZ  MNT?  Lesions
001 >450 2345 Neg.
002 2.90 2.70 TC
1:1 003 >450 3.18 T
004 >4.50 3.30 T
005 >450 3.15 Neg.
006 >450 3.30 Neg.
007 >450 =360 Neg.
1:4 008 >450 =345 Neg.
009 >450 2>345 Neg.
010 450 =>3.45 T
011 >4.50 3.15 Neg.
012 2.75 3.00 T
1:16 013 2.75 3.15 T
014 >450 =>3.60 T
015 - 3.15 T
016 0.00 1.50 T 49
017 2.11 2.70 T
1:64 018 385 =360 T
019 =360 =>3.60 T
020 1.60 2.70 T
021 4,00 3.00 T
022 035 <1.20 T 4F
1:256 023 0.35 1.95 T
024 1.60 2.70 T
025 0.85 1.80 T 4F
Controls 25 0.35 <0.60 T 4F
30 020 <0.60 T 4F
#MPI = mouse protection index.
byNT = microneutralization test.
eT = tongue lesion at.inoculation site.
de = number of feet affected.
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TABLE 4. /mmune response of cattle vaccinated
with oil-adjuvanted vaccine and exposed by
IDL inoculation with FMD virus O, Campos
186 days after vaccination

Vaccine No. of
ditution cattle MP!| MNT Lesions
102 3.70 3.18 T
141 103 1.90 2.86 T
' 104 1.50 2.85 T
105 3.01 23.60 T
106 2.75 3.30 T
107 2.00 3.30 T
1:4 108 <1.00 2.10 T
109 275 =>3.60 T
110 3.90 3.15 T
111 2.08 3.15 T
1:16 112 2.68 3.30 T
115 0.68 240 ' T2F
116 143 >3.60 T
117 1.68 2.85 T
164 118 1.18 2.40 T4F
119 0.43 1.65 T 4F
120 2.08 2.55 T
121 0.93 1.65 T3F
122 2.43 285 T
1:256 123 068 <1.35 T 4F
124 <0.18 <«1.20 T4F
125 0.93 1.80 T 4F
140 025 =1.20 T 4F
Controls 142 025 <1.20 T 4F
143 0.25 £1.20 T 4F
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ANALISIS DEL COSTO Y DE LA EFECTIVIDAD
DE DOS PROCEDIMIENTOS DE VACUNACION ANTIAFTOSA

Vicente M. Astudillo®; P. Augé de Mello!

RESUMEN

En los programas de lucha contra la fiebre afto-
sa que realizan los paises de la América del Sur se
establece la obligatoriedad de vacunar a los bovi-
nos mayores de 4 meses. Esta obligatoriedad se
cumple, hasta el presente, con vacunas de hidroxi-
do de aluminio-saponina. Como alternativa se ha
propuesto la aplicacién de vacunas de excipiente
oleoso con las que se consigue una proteccion ma-
yor y més prolongada, lo que permite un esquema
de dos vacunaciones por afio (una cada 6 meses)
a los bovinos menores de 2 aflos y una sola vez
por afio a los que pasaron de esa edad.

En este trabajo se analizan los factores que
intervienen en el proceso de vacunacion a fin de
determinar si el costo de la segunda alternativa
justifica su adopcion.

E! costo total anual de vacunacién antiaftosa
es el producto de: nimero de etapas de vacuna-
cién al aflo, costo por bovino vacunado en una
etapa y cantidad de bovinos a vacunar.

Para el célculo del costo por bovino vacunado
en una etapa se ha considerado el precio de una
dosis de vacuna en el mercado, el costo opera-
cional {de origen publico y privado) asociado a
la aplicacién de la vacuna y la dotacién bovina
a ser vacunada.

Si se considera que el costo unitario de va-
cunacidon por etapa es igual para las dos alterna-
tivas, indudablemente que la vacunacién con va-
cuna oleosa es la mds viable ya que, a igualdad
de costo, las vacunas oleosas ofrecen una mayor
efectividad inmunitaria.

Dado que las vacunas oleosas no se encuentran
aln en comercio, y por consiguiente se ignora su
costo, se han considerado diferentes posibilidades

lcentro Panamericano de Fisbre Aftoss, OPS/OMS,
Caixa Postal, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

y se han determinado los valores que delimitan el
intervalo de soluciones econémicamente viables.

INTRODUCCION

Uno de los problemas que se ha planteado en
los programas de control de la fiebre aftosa en los
paises de América del Sur es el alto costo de la va-
cunacion masiva de la poblacion bovina (7). La va-
cuna antiaftosa actualmente utilizada tiene como
adyuvante el hidréxido de aluminio y la saponina,
y su efecto de proteccion frente a la exposicion al
virus de esta erfermedad no se prolonga més alld
de los 4 meses, razén por la cual los programas han
establecido 3 vacunaciones obligatorias por afio
para todo el ganado de mas de 4 meses de edad.

Existe una marcada inquietud por mejorar la
eficiencia de los programas, en el sentido de dis-
minuir sus costos.

Entre los cambios que se visiumbran a corto
plazo en América del Sur dos de ellos pueden te-
ner gran importancia. Uno de carécter metodol6-
gico, se refiere a la seleccion de estrategias de com-
bate a la enfermedad de acuerdo con las caracte-
risticas epidemioldgicas de cada regi6bn (7). Esta
orientacion debe traer como consecuencia la con-
solidacion de las dreas indemnes y su ampliacion
a expensas de avances logrados en aquellas dreas
de ocurrencia ocasional en donde es bajo el riesgo
de exposicion de los animales al virus. La vacuna-
ciébn masiva como método de combate serd apli-
cada inicialmente en estas regiones, para luego
gradualmente disminuir su irecuencia e intensifi-
car la vigilancia epidemiolégica y el control de
ingreso de animales desde dre 1s endémicas.

El otro cambio que puede ser significativo
es de tipo tecnolbgico, e ‘mplica la utilizacién
de una vacuna de excelente calidad, para ser
aplicada en las regiones endémicas, otorgando
al ganado un mayor y més prolongado nivel de
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proteccién, buscando reducir el esquema actual
de tres vacunaciones por afio.

En relacion con este Gltimo aspecto, el Centro
Panamericano de Fiebre Aftosa (CPFA) desde hace
algunos afios viene desarrollando una serie de in-
vestigaciones sobre una vacuna con coadyuvante
oleoso, tendiente a alcanzar el objetivo menciona-
do (2, 3). Ef problema que surge es si el costo del
procedimiento justifica su adopcion.

Para estudiar este problema se hace un anlisis
del costo y de la efectividad, como una ayuda para
la toma de decisiones de una manera objetiva fren-
te a la existencia de alternativas para la solucion
del problema planteado.

ALTERNATIVAS EN ESTUDIO

Las alternativas que en este trabajo se conside-
ran son dos esquemas de vacunacién contra la fie-
bre aftosa, aplicados a un rebafio bovino (pobla-
cién bovina vacunable).

Alternativa 1

~ Aplicacién de vacuna con adyuvante de hidroxi-
do de aluminio-saponina (VH) cada 4 meses a la
poblacién bovina mayor de cuatro meses de edad.

Alternativa 2

Aplicacién de vacuna con adyuvante oleoso
(VO) con diferente frecuencia anual para dos gru-
pos etarios de la poblacién (2, 3):

a) cada seis meses para los bovinos jovenes (has-
ta 24 meses de edad). Se estima que esta franja eta-
ria corresponde a a = 0,33 de la poblacién bovina;

b) una vez por afio para los bovinos adultos
(mayores de 24 meses de edad). Se estima que es-
te grupo incluye a § = (1 — a) = 0,67 de la pobla-
cion bovina.

La calificacion de jovenes y adultos, que se
adopta en este trabajo, es una forma particular de
codificar las dos franjas etarias y no se atiene rigu-
rosamente a padrones fisiolégicos ni zootécnicos.
También se ha supuesto que las pariciones ocu-
rren regularmente durante todo el afio.

EFECTIVIDAD

La efectividad de un procedimiento de vacuna-

cion se mide a través del grado de proteccion que
confiere a la poblacién bovina frente a la exposi-
cién al virus de la fiebre aftosa.

De acuerdo con los resultados de las evalua-
ciones de los programas de control de la fiebre
aftosa de varios pafses de América del Sur, en una
poblacién vacunada sistematicamente, las tasas de
ataque por lo general no sobrepasan un 20% (4).
Por otra parte, en pruebas de laboratorio de con-
trol de calidad de vacunas trivalentes con adyuvan-
te de hidréxido de aluminio-saponina, hechas en
el CPFA, se ha observado a los 30 dias postvacuna-
cién, que el 81% (171/211} £ 5%% de los bovinos
vacunados estan protegidos al ser expuestos al vi-
rus de la fiebre aftosa (5). Por estas razones se ha
considerado que el actual procedimiento de vacu-
nacién tendria una efectividad del 80%, cuando las
vacunas utilizadas hubiesen resultado aprobadas en
las pruebas de control de calidad.

La vacuna oleosa, cuando es sometida a pruebas
de contro! de calidad, en las mismas condiciones
en que son controladas las vacunas con hidréxido
de aluminio-saponina, presenta una efectividad ma-
yor, 94% (103/109) t 4%, (6).

En estudios de campo hechos en bovinos jove-
nes, vacunados con vacuna oleosa cada 6 meses, el
nivel de efectividad fue de 80% + 7%2, en cambio,
en los vacunados con vacuna hidroxido de alumi-
nio-saponina la efectividad fue de 40% + 7%%. La
evaluacién de la efectividad en ambos casos se hizo
segin el procedimiento propuesto por Gomes y
Astudillo (5).

Esta informacion ha servido de apoyo para con-
feccionar la alternativa 2 de vacunacion antiaftosa,
considerando la vacunaciébn cada 6 meses de los
bovinos de hasta 24 meses de edad con vacuna
oleosa (2, 3). A partir de ese momento |os bovinos
pueden ser vacunados con esta vacuna una vez por
afio, ya que los niveles de efectividad alcanzados
con este procedimiento son de 96% + 1% (3).

Por esta razén la efectividad de la alternativa
2 resulta de la ponderacién de las efectividades
alcanzadas con vacuna oleosa en bovinos jévenes
y adultos por las respectivas proporciones (ay B
en términos de 1a poblacién bovina vacunable:

2para un intervalo de confianza de 95%.
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En los bovinos jévenes = (0,33) (0,80) = 0,2640
y en los adultos = (0,67) (0,96) = 0,6432
- 0,9072
De ahf que la efectividad global correspondien-
te a la alternativa 2 sea de 91%.

MODELO DE COSTOS

Un problema que afecta en gran medida el
célculo de los costos de los dos procedimientos
alternativos presentados es la no existencia ain
en el mercado de una vacuna oleosa contra la fie-
bre aftosa. La Gnica referencia que se tiene es la
del laboratorio experimental del CPFA, que no
puede ser considerada porque sus condiciones son
diferentes a las de un laboratorio comercial.

De acuerdo con la informacion del Servicio
Nacional de Salud Animal (SENACSA) del Pa-
raguay, correspondiente a la tercera etapa de va-
cunacion de 1976, el costo unitario de un bovino
vacunado con vacuna hidréxido de aluminio-sapo-
nina (CUVH) alcanzaba a EUA$0,29 (8). Aplican-
do la metodologia y los coeficientes presentados
por Astudillo et al. (1), de ese valor, EUA$0,16
corresponden al costo de una dosis en el mercado
(CMVH), y los EUA$0,13 restantes corresponden
a los distintos insumos fijos, variables, directos o
indirectos que se consideran en el costo de opera-
cion (CIV).

El costo total anual de cada alternativa de va-
cunacion (CTV) antiaftosa de un rebafio, se defi-
ne como el producto entre: a) el nUmero de eta-
pas de vacunacién anual (NV); 5) el costo unita-
rio de vacunacién (CUV) y ¢) la poblacién bovina
vacunable (BV).

Por tanto,

CTV = (NV) (CUV) (BV) (i)
En el caso de la alternativa 1 se obtiene:

CTVH = (3) (CUVH) (BV) (ii)

En el caso de la alternativa 2 se obtiene:
CTVO = (CUVO){(2) (a) (BV) + 1 () (BV)}
= (CUVO){(2) (a) (BV) +
(1) (BV) — (a) (BV)]}
= (CUVO) (BV) (1 + a) tiii)
El CTVH varia en funcion del tamafio de la
poblaci6n bovina (BV). El CTVO varia de acuer-
do con cambios en la dotaci6bn bovina a vacunar

(BV) y también en la proporcién de animales jove-
nes {(a). En este Gltimo caso si @~ 0el CTVO dis-
minuye, y si a = 1 el CTVO aumenta.

ANALISIS DEL PROBLEMA

En este capitulo se trata de desarrollar el
estudio de las relaciones entre los componentes
de ambas alternativas. De esta manera sera posible
conocer las condiciones en que el nuevo procedi-
miento es técnica y econdmicamente viable y asi
tornar objetiva la toma de decisiones.

1. Anélisis sin considerar diferencias de efectivi-
dad entre las vacunas

El costo unitario de vacunacién (CUV) se refie-
re a la unidad bovino para cada etapa de vacuna-
cién antiaftosa dentro del afio.

Si CUVH = CUVO entonces CTVH > CTVO,
simplemente por el menor niimero de vacunacio-
nes realizadas. Sin embargo, no se conoce la vera-
cidad de la sentencia CUVH = CUVO, particular-
mente porque no se tiene informacién sobre el
costo de la vacuna antiaftosa de excipiente oleoso
en mercado (CMVO). Se debe tener en cuenta que:

CUVO =CMVO + CIV (iv)
como también CUVH = CMVH + CIV {v)
donde CMV = costo de la vacuna en mercado,

CIV = costo operacional para la aplicacién

A partir de las estadisticas oficiales del
SENACSA del Paraguay (8), se sabe que para la
tercera etapa de vacunacion de 1976 en dicho pais,
el CUVH alcanzaba a EUA$0,29, en cambio acer-
ca del CUVO no se cuenta con ninguna informa-
ciébn. Para estudiar las relaciones entre CUVO y
CUVH es necesario plantear una hipOtesis de
referencia, que en este caso es dada por la siguiente
igualdad:

CTVH =CTVO (vi}
que permite asumir la identidad de los costos to-
tales anuales de los procedimientos.

Haciendo substituciones en ambos miembros de
esta igualdad, de acuerdo con las ecuaciones (ii} v
(iii), se obtiene

(3) (CUVH) (BV) = (CUVO) (BV) (1 +a)

Cuvo _ 3

CUVH (1+a) (vii)
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Como la proporcién de animales jovenes (a) de
una poblacién bovina que debe ser vacunada puede
fluctuar en el intervalo

o<a<x
dadoque a + {1—al=a+f= 1
entonces, la relacion entre los costos unitarios de
vacunacién de ambos procedimientos (CUvo/
CUVH) puede variar en el intervalo
16< 890 <39
CUVH

De ahi que se puede afirmar que el costo uni-
tario de vacunacién con la nueva alternativa, si
CTVH = CTVO, es mayor que el costo unitario
de vacunacién con el procedimiento actualmente
en uso entre 1,5 y 3,0 veces. Consecuentemente,
si CUVH = CUVO, el costo total anual de vacuna-
cién con la alternativa que incluye la vacuna hidré-
xido-saponinada es 1,6 a 3,0 veces el costo total
anual de vacunacién con el procedimiento que
preconiza |a vacuna oleosa.

Haciendo substituciones en la ecuacion (ix)
considerando las relaciones establecidas en las
ecuaciones (iv) y (v}, se tiene

16< CMVO + CIV 3.0
CMVH + CIV

lo que permite aistar CMVO, el costo que tendria
la vacuna oleosa en el mercado para ser adquirida
por los ganaderos. Para realizar esta operacién se
asume que los costos de operacion, expresados en
forma unitaria (CIV), no varian de un procedi-
miento a otro. Por io tanto

[1,6(CMVH + CIV) - CIV] <

[EMVO + CIV (cmy + €IV) - CIV] <

CMVH + CIV

[3,0(CMVH + CIV) — CIV] (x)
Tomando los datos de vacunacion antiaftosa de
Paraguay en 1976 (8), si los costos de operacion
asumieran el valor estimado EUA$0,13, se ob-
tendria

[(1,5)/(CMVH) + EUA$0,07] < CMVO <

[(3,0/(CMVH) + EUA$0,26], el intervalo den-
tro del cual deberia fluctuar el costo unitario
de la vacuna oleosa en el mercado (o sea, el pre-
cio de una dosis). Al tomar el costo unitario
de la vacuna hidréxido-saponinada en Paragusy
en 1976, estimada en EUA$0,16 (8), la ecue
cién (x) define el siguiente intervalo para el cos-
to unitario en el mercado de la vacuna oleosa

{viii)

(ix)

EUAS$0,31 < CMVO < EUAS$0,74 {xi)

Otra via para alcanzar este resultado es consi-
derar el costo unitario de vacunacion para la alter-
nativa que incluye vacuna hidréxido-saponinada
(CUVH). De acuerdo con (8), el valor alcanzado
era EUA$0,29 por bovino vacunado en una etapa
y teniendo en cuenta las relaciones establecidas en
las ecuaciones (iv), {v} y (ix), el costo unitario de
vacunacion por el nuevo procedimiento podria
llegar al valor Ifmite superior de EUA$0,87. Si a
este valor CUVO se le descuenta CIV = EUA$0,13
entonces CMVOQ podria llegar a EUA$0,74 para
una situacion limite.

Si establecemos una relacion entre {os valores
estimados para CMVO, bajo las hipdtesis indicadas,
resulta que el costo en el mercado de una dosis de
vacuna oleosa, con respecto al costo de la misma
unidad de la vacuna actualmente utilizada, podria
fluctuar en el intervalo

1.9 veces < SMYO < 4.6 veces (xii)

CMVH

Dentro de las hipotesis bajo las cuales se han
elaborado estos resultados debe renovarse la
atenci6bn para con aquella que establece la iden-
tidad CTVH = CTVO. Como se puede observar
a partir de estos resultados el nuevo procedimien-
to de vacunacién antiaftosa, juzgado en este caso
independientemente de un nivel determinado de
efectividad de la vacuna, es econdmicamente via-
ble desde que implica un menor numero de apli-
caciones en el ganado. A partir de esta situacion
se deriva que la dosis de vacuna oleosa en el mer-
cado podria tener un costo entre 19 vy 4,6 veces
el valor correspondiente a una unidad de vacuna
con hidréxido de aluminio y saponina.

Estos resultados y conclusiones deben ser ana-
lizados tomando en cuenta {as condiciones que han
sido consideradas en forma explicita o implicita,
como ser la no referencia a niveles especificos de
efectividad de las vacunas, ni tampoco a diferen-
cias de efectividad entre ambos procedimientos.
Sin embargo, estd implicito que son vacunas de
buena calidad y consecuentemente que tales va-
cunas serfan aprobadas en cualquier prueba de
control de efectividad.

Queda claro, en las relaciones presentadas, que
aplicando el nuevo procedimiento los costos
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totales anuales de vacunacion seran mas altos en
areas donde la proporcion de animales jovenes
(o) sea aita como ocurre en regiones de cria y
recria.

2. Andlisis teniendo en cuenta una mayor efecti-
vidad de la vacuna oleosa

Es del mayor interés que en el estudio de la
viabilidad de! procedimiento que incluye vacu-
na oleosa, se considere la mayor persistencia de
niveles de proteccion poblacional, lo que signi-
fica una menor frecuencia de vacunaciones al afo
a que es sometido el ganado. También debe ser
considerada en forma explicita la mayor efecti-
vidad protectora de la poblacién bovina en un
momento dado, comparada con la alternativa tra-
dicional. La relacion entre el costo de vacunacion
y el nivel de efectividad inmunitaria de los proce-
dimientos aqui analizados se hace a través del pa-
rametro costo unitario de proteccion anual (CUP),
indicador que refleja lo que cuesta mantener un
bovino protegido frente a la fiebre aftosa, durante
un ano.

En la alternativa 1 se toma la efectividad cuan-
do se aplica vacuna con hidréxido de aluminio-
saponina, que es aproximadamente igual a 0,80
de acuerdo con Gomes y Astudillo (5). Teniendo
en cuenta esta informacion es posible calcular el
costo unitario de proteccion respectivo (CUPH),
para lo cual se presenta la ecuacion siguiente:

CUPH = CTVH/(0,8) (BV) (xiii)

Haciendo substituciones en (xiii) a partir de la
ecuacion (ii):

cupH = (3L{CUVH) (BV) _ 5 75 cyvh

(0,8) (BV) (xiv)

Para la alternativa 2 que aplica vacuna oleosa, ia
efectividad inmunitaria es igual a 0,91 de acuerdo
con la ponderacion hecha en la primera parte de
este trabajo. E! costo unitario de proteccion para
este procedimiento (CUPQ) es definido asi:

CUPO = CTV0/0,91 BV {xv)

Haciendo la correspondiente substitucion en
{xv) a partir de la ecuacion (iii):

CUPO = {1+ a){CUVO) (BV) =

(0,91) (BV)

1 +9 ~uyvo
0,91

{xvi)

dada la informacién de la ecuacion (viii) entonces:

(1,1){CUVO) < CUPO < (2,2) CUVO {xvii)
Resolviendo la ecuacidén (xiv) a partir de la infor-
macién dada por SENACSA (8) de que CUVH =
EUA$0,29, se tiene

CUPH = EUA$1,09 {xviii)

Un problema a resolver es definir el intervalo
de variacion de CUPQ, definiendo CUVO, lo que
directamente no es posible por desconocimiento
de CMVO, ya que hasta el momento no existen
en el mercado sudamericano vacunas antiaftosas
con adyuvante oleoso. Ya que esto no es posible,
se puede considerar la hipotesis CUVO = CUVH

.y de esta manera estudiar la conducta de CUPO

en relacion a CUPH cuyo valor ya ha sido defini-
do en {xviii).

Bajo la hipotesis CUVO = CUVH vy siguiendo
la ecuacién (xvii):

{1,1) (CUVO) _ CUPO < (2,2) (CUVO)

(3,75)(CUVH) ~ CUPH  (3,75)(CUVH)

0,29 < SYPO < ¢ 59
UPH

[eR(®]

(0,29) (CUPH) < CUPO <

(0,69) (CUPH) (xix)

Este resultado permite afirmar que si el costo
unitario de vacunacion por etapa fuese igual pa-
ra ambos procedimientos, el costo unitario anual
de proteccién para la alternativa que preconiza
la vacuna oleosa (CUPQ) es entre 41% vy 71% mas
bajo que el CUPH.

Haciendo la substitucion necesaria en la ecua-
cién (xix) se tiene

EUA$0,32 < CUPO < EUA$0,64 (xx)
que representa el intervalo de valores dentro del
cual podria fluctuar el costo unitario anual de pro-
teccion en bovinos para la alternativa 2, desde que
los supuestos establecidos sean llevados en consi-
deracion.

De igual forma como fue abordado el problema
en el titulo “a”, se debe analizar {a situacion que
ocurre cuando se asume que CUPO = CUPH. Ba-
jo tal hipotesis

(3,75) (CUVH) = f:)—;;"-’ CUVO (xxi)

por substituciones en la igualdad a partir de las
ecuaciones (xiv) y (xvi).



54

Bitn Centro Panamericano Fiebre Aftosa 37-38

Haciendo operaciones se tiene
Cuvo 3,41
CUVH (1+a)
dado que 0 < a < 1, entonces la razon CUVO/
CUVH puede fiuctuar en el siguiente intervalo

(xxii)

1,71 < gﬁ < 3,41 (xxiii)

y haciendo operaciones similares a las hechas en el
titulo anterior es posible aislar CMVO y definir su
intervalo de variacion

[(1,71(CMVH) + (0,71)(CIV)] < CMVO <

[(3,41)(CMVH) + (2,41)(CIV)] {xxiv)
que expresa, en forma general, el intervalo en el
cual deberia fluctuar el costo unitario de la vacu-
na oleosa en el mercado (CMVO), ahora teniendo
en cuenta el hecho de que la efectividad de ambos
procedimientos no es la misma, siendo mayor la
correspondiente a la alternativa que utiliza la vacu-
na oleosa.

Tomando los datos de Paraguay (8) y hacien-
do substituciones en la ecuacion (xxiv), se tie-
ne:

EUA$0,37 < CMVO < EUA$0,86 {xxv)

Se puede apreciar que el valor de los Iimites
del intervalo donde podria caer el costo de una
dosis de vacuna oleosa en el mercado, por efecto
de considerar la mayor efectividad de esta vacuna,
ha aumentado en aproximadamente 18% con res-
pecto al que resultaba cuando no era considerada
una diferencia de efectividad inmunitaria entre
ambos procedimientos (ecuacioén xi).

Por otra parte, si se relaciona este intervalo de
costos unitarios de la vacuna oleosa en mercado
con la situacidon conocida del costo de una dosis
de vacuna hidroxido-saponinada en el mercado
(8), ocurre lo siguiente:

< CMVO

2,3 veces < 5,4 veces {xxvi)

donde esta afirmacion solo es verificable si se
cumple el supuesto CUPH = CUPOQO, considerando
una mayor efectividad para la vacuna oleosa (0,91
contra 0,80) y si se utilizan los costos estimados
para la vacunacion antiaftosa en 1976 en Para-
guay (8).

CONCLUSIONES

Ei costo total anual de vacunacién antiaftosa

para la alternativa 1, con vacuna de hidroxido de
aluminio-saponina depende de la cantidad de ani-
males a vacunar y del costo que tiene vacunar un
bovino en una etapa. El mismo tipo de costo pa-
ra la alternativa 2, que incluye vacuna oleosa, es
funciéon del nimero de bovinos a ser vacunados,
del costo de vacunar un bovino en una etapa y de
la proporcion de animales jovenes existentes en la
poblacién. El costo unitario de vacunacién en una
etapa depende del costo de una dosis de vacuna en
el mercado y del costo operacional de aplicacion.

Este Gltimo costo, expresado en forma unitaria,.
es idéntico para ambos procedimientos. Al no exis-
tir aGn en el mercado vacuna antiaftosa con adyu-
vante oleoso, para estudiar las relaciones de costos
es necesario tomar como referencia la vacunacién
con la alternativa 1, Asumiendo que CUVH =
CUVO, se subentiende que CTVH > CTVOQ, por
lo que el nuevo procedimiento resuita econémica-
mente viable ya que aunque toda la poblacién a
vacunar fuese joven («), el costo total por afio de
vacunacion seria un tercio menor que el que se
alcanzaria con e! procedimiento actualmente vi-
gente. Por otro lado, si se asume que CTVH =
CTVO, no considerando diferencias de efectividad
entre ambos procedimientos, entonces el esquema
de vacunacién con vacuna oleosa es econémica-
mente viable dentro de un intervalo que tiene co-
mo iimite CMVO = 4,6 CMVH. A estos resultados
es posible llegar aplicando la metodologia de cos-
tos propuesta por Astudillo et a/. (7) y utilizando
las informaciones sobre costos de vacunacion de
Paraguay en 1976 (8).

La efectividad inmunitaria de la alternativa con
vacuna oleosa es de 0,91 contra 0,80 dei procedi-
miento con vacuna hidréxido-saponinada. Consi-
derando esta diferencia de efectividad el estudio de
los costos se debe referir al costo anual de protec-
cion de un bovino frente a fa fiebre aftosa (CUP).
Si se asume que CUVO = CUVH entonces el
CUPO llega a ser siempre mas bajo que CUPH. Por
otra parte si se supone que los costos anuales de
proteccién de un bovino por ambas alternativas
son iguales {CUPO = CUPH]}, entonces el nuevo
esquema de vacunacion antiaftosa es econdmica-
mente viable en el intervalo de CUV que tiene
como limite CUVO = 3,41 CUVH. Si el estu-
dio es referido al costo unitario de una dosis
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de vacuna oleosa en el mercado de consumo, la
viabilidad existe hasta el punto en que CMVO =
5,4 CMVH, aplicando los datos de Paraguay (8)
y la metodologia propuesta en un trabajo ante-
rior (7).
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COST AND EFFECTIVENESS ANALYSIS OF TWO
FOOT-AND-MOUTH DISEASE VACCINATION PROCEDURES

Vicente M. Astudillo'; P. Augé de Mello!

SUMMARY

The foot-and-mouth disease (FMD) control
programs so far implemented by the South Ameri-
can countries have established mandatory vac-
cination of cattle over four months of age. Such
mandatory vaccination has to date been accom-
plished with aluminum hydroxide-saponin vac-
cines. Application of oil-adjuvanted vaccines has
been proposed as an alternative offering longer
and greater protection and permitting semi-an-
nual vaccination (each 6 months) of cattle under
two years and annual vaccination of older ani-
mals.

This study analyzes the factors bearing on the
vaccination process in order to determine whether
the cost of the second alternative justifies its adop-
tion and utilization.

The total annual cost of FMD vaccination is
the result of the number of vaccination stages per
year, the cost per cattle vaccinated at a stage and
the number of bovines to be vaccinated.

The following factors are taken into considera-
tion in calculating the cost per bovine vaccinated
at a stage: the market price of a dose of vaccine,
the operational cost (both public and private
sources) associated with the vaccine application,
and the number of cattle to be vaccinated.

If the unit cost of vaccination per stage is
considered the same for the two alternatives,
then the oil-adjuvanted vaccine vaccination is
undoubtedly the more feasible since, at equal
cost, the oil-adjuvanted vaccines impart greater
immune effectiveness.

Because oil-adjuvanted vaccines are not yet
commercially available and their costs therefore
unknown, different possibilities have been con-

'pan American Foot-and-Mouth Disease Center, PAHO/
WHO, Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brazil.

sidered and values determined that profile the
range of economically feasibie solutions.

INTRODUCTION

One of the problems faced by the foot-and-
mouth disease {(FMD) control programs imple-
mented in South American countries is the high
cost of massive vaccination of cattle population
(7). The FMD vaccine currently utilized relies
on aluminum-hydroxide and saponin adjuvants;
its protective effect to exposure to FMD virus
lasts for a maximum of four months. The FMD
control programs have therefore determined
that all cattle older than four months should be
necessarily vaccinated three times a year.

There is a marked concern to improve the
programs’ efficiency, thereby reducing their
costs.

Two of the short-term changes envisioned
in South America could assume considerable
importance. The first, which is methodological
in character, proposes the selection of disease
control strategies according to the epidemiologi-
cal characteristics of each region (7). A conse-
quence of this approach would be the consoli-
dation of the disease-free areas and their expansion
at the expense of advances achieved in those
occasional-ocurrence areas where the risks of
livestock being exposed to the virus is low. Mas-
sive vaccination as a method of controlling FMD
will be initiaily applied in these regions. Subse-
quently, vaccination frequency will be gradually
reduced while epidemiological surveillance and
control of animals coming in from endemic
areas will be intensified. .

The other possibly significant change is tech-
nological in nature and aims to reduce the present
scheme of three vaccinations per year. It involves
the use of excellent quality vaccine to be applied
in the endemic regions to provide livestock with
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a higher level of protection for a longer period of
time.

With respect to this latter aspect, the Pan
American  Foot-and-Mouth  Disease  Center
(PAFMDC) has in recent years developed a series
of studies on an oil-coadjuvanted vaccine seeking
to achieve the objective mentioned (2, 3). The
problem faced is the question of whether the cost
of the procedure can justify its utilization.

Analysis and assessment of this problem focus
on cost and effectiveness as a means of objective
decision-making when confronted with alternatives
for solving the problem presented.

ALTERNATIVES UNDER STUDY

The alternatives considered in this study are
two FMD vaccination schemes applied to a bovine
herd (cattle population).

Alternative 1

Application of a vaccine having an aluminum-
hydroxide saponin adjuvant {HV), every four
months to the cattle population older than four
months.

Alternative 2 :

Application of oil-adjuvanted vaccine (OV)
with differing annual frequences for two age
groups of the cattle population (2, 3):

a) every six months for the young cattle {up
to 24 months of age). It is estimated that this
age bracket corresponds to a = 0.33 of cattle
population;

b) once a year for the adult cattle (older than
24 months). This group is estimated to encompass
B = (1 — a) = 0.67 of cattle population.

The division of young and adult animals used
in this study represents a particular approach to
coding the two age brackets and does not adhere
strictly to physiological standards or animal hus-
bandry practices. It is also assumed that calving
occurs regularly during the entire year.

EFFECTIVENESS

The effectiveness of a vaccination procedure
is measured in terms of the degree of protection

that is conferred on the cattie popuiation when
exposed to FMD virus.

Evaluations of FMD control programs in
various South American countries have shown
that attack rates in a systematically vaccinated
population generally do not exceed 20% (4).
Moreover, laboratory tests involving quality con-
trol of aluminum-hydroxide saponin adjuvanted
trivalent vaccines, conducted at the PAFMDC,
have yielded an 81% (171/211) 5% protection
rate in vaccinated cattle exposed to FMD virus
at 30-day post vaccination (5). It has therefore
been considered that the present vaccination
procedure would attain 80% effectiveness when
vaccines approved in quality control testing are
utilized.

When submitted to quality-control tests in
the same control conditions as the aluminum-
hydroxide saponin vaccines, the oil-adjuvanted
vaccine provides greater effectiveness: 94% (103/
109) +4%? (6).

Field studies involving young cattle vacci-
nated with oil-adjuvanted vaccine every 6 months
disclosed an effectiveness level of 80% 7%2,
whereas an effectiveness of 40% *7%> was noted
in cattle vaccinated with aluminum-hydroxide
saponin vaccine. In both cases, the effectiveness
was assessed according to the procedure proposed
by Gomes and Astudillo (5).

This information has served as basis for the
preparation of FMD vaccination alternative
2, which contemplates vaccinating cattle up
to 24 months of age with oil-adjuvanted
vaccine at 6-month intervals (2, 3). From then
on the livestock can be vaccinated with this
vaccine once a year, since the effectiveness le-
vels achieved with this procedure are 96% +1%2
(3).

Thus the effectiveness of alternative 2 is
the result of considering the effectiveness a-
chieved with oil-adjuvanted vaccine in young
and adult cattle through the respective propor-
tions (a and B) in terms of the vaccinatable cat-
tle population:

295% confidence interval,
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In young cattle = (0.33) (0.80) = 0.2640
and in adult cattle = (0.67) (0.96) = 0.6432
0.9072

The overall effectiveness corresponding to alter-
native 2 is therefore 91%.

COST MODEL

One problem that appreciably affects the cal-
culation of the costs of the two alternative pro-
cedures under discussion is the fact that no oil-
adjuvanted FMD vaccine is yet available on the
market. Vaccines produced at the PAFMDC
experimental laboratory are presently the only
cost reference, but cannot be considered because
the laboratory’s conditions differ from those
of a commercial laboratory.

According to information provided by Para-
guay’s National Animal Health Service (SENACSA)
for the third stage of vaccination in 1976, the
unit cost of vaccinating a bovine with aluminum-
hydroxide saponin vaccine (UCHV) reached
US$0.29 (8). When the method and coefficients
proposed by Astudillo et al. (7) are applied to
the total amount, US$0.16 corresponds to the
market cost of a vaccine dose (MCHV) and the
remaining US$0.13 correspond to the different
fixed, variable, direct or indirect inputs considered
in the operating cost (CVI).

The annual total cost of each FMD vaccina-
tion alternative (TCV) for a herd is defined as
the product of: (a) the number of annual vac-
cination stages (NV); (b) the unit cost of vac-

cination (UCV); (c¢) the vaccinatable bovine
population (VB).
Therefore:
TCV = (NV) (UCV) (VB) {i)
In the case of alternative 1, this yields:
TCHV = (3) (UCHV) (VB) (ii)

In the case of alternative 2, this yields:
TCOV = (UCOV){(2) (a) (VB) + 1 () (VB)}
= (UCOV){(2) (a) (VB) +
[(1) (VB} — (a} (VB)]}
= (UCOV) (VB) (1 + a) {iii)
The TCHV varies as a function of the size of
the bovine population (VB). The TCOV varles
according to changes in the number of bovines
to be vaccinated (VB) and also in the proportion

of young animals (a). In the latter case, if « > 0
the TCOV declines; if a = 1, the TCOV increases.

ANALYSIS OF THE PROBLEM

This section focuses on developing the study
of the relationships among the components of
both alternatives. Thus the conditions in which
the new procedure is technically and economically
feasible become apparent and enable objective
decisions to be made.

1. Analysis without considering differences of
effectiveness between the vaccines

The unit cost of vaccination {(UCV) refers to
the bovine unit for each stage of FMD vaccina-
tion during the year.

If UCHV = UCQOV then TCHV > TCOV,
simply due to the lower number of vaccinations
applied. However, the veracity of UCHV = UCOV
is unknown, especially because information on
the market cost of the oil-adjuvanted FMD vac-
cine (MCOV) is unavailable. 1t should be remem-
bered that:

UCOV = MCOV + CVI (iv)

and likewise UCHV = MCHV + CVI (v)
where MCV = cost of the vaccine on the market
CVI = operating cost for application.

Based on the official statistics provided by the
SENACSA (8), the UCHV for that country’s third
stage of vaccination in 1976 reached US$0.29; on
the other hand, no data is available on the UCOV.
In order to study the relationships between UCOV
and UCHYV, a reference assumption must be stated.
In this case it is given by the following equation:

TCHV = TCOV {vi)
which enables the identity of the procedures’
total annual costs to be assumed.

By making substitutions on both sides of the
equation according to equations (ii) and (iii),
we get

{3) (UCHV) (VB) = (UCOV) (VB) (1 + &)

ucov _ _3 ‘
UCHV (1+a) (vii)

Because the proportion of young animals
(a) in a cattle population to be vaccinated may
fluctuate within the range

0<a< (viii)
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given a+{(1—a)=a+f=1
then the relation between the two procedures’
unit costs of vaccination (UCOV/UCHV) may
vary as follows:
15 < YCOV <39 (ix)
UCHV .

It can therefore be stated that if TCHV =
TCOV, the unit cost of vaccination with the
new alternative is from 1.5 to 3.0 times higher
than the unit cost of vaccination using the pre-
sent procedure. Consequently, if UCHV = UCOV,
the total annual cost of vaccination with the
hydroxide-saponin vaccine alternative is from

1.5 to 3.0 times the total annual cost of vaccina-

tion using the procedure proposing oil-adjuvanted
vaccine.

If the relationships established in equations
(iv) and (v) are substituted into equation {ix),
we get

< MCOV + CVI < 3.0

MCHV +CVI
which enables us to isolate MCOV, the price
that oil-adjuvanted vaccine would have on the
market for purchase by farmers. In order to carry
out this operation it is assumed that the operating
costs, which are expressed in units (CVI), do
not vary from one procedure to another. There-
fore

[1.5(MCHV + CVI} — CIV] €

[MCOV + VI (mepy +cvi) — evi] <

MCHV + CVI

[3.0(MCHV + CVI) — CVI] (x)
Taking the Paraguayan FMD vaccination data
for 1976 (8), if the operating costs assumed
the estimated value of US$0.13, it will be ob-
tained

((1.5{MCHV) + US$0.07] < MCOV <

[(3.0HMCHV) + US$0.26], the range within
which the unit cost of the oil-adjuvanted vac-
cine should fluctuate on the market (that is,
the price of a dose}). On taking the unit cost
of the hydroxide-saponin vaccine in 1976 in
Paraguay, estimated at US$0.16 (8), equation
{x) defines the following range for the market
unit cost of oil-adjuvanted vaccine

US$0.31 < MCOV < US$0.74 (xi)

Another way of reaching this result is to
consider the unit cost of vaccination for the

alternative that uses UCHV (hydroxide-saponin
vaccine). According to (8), the value attained
was US$0.29 per bovine vaccinated at a stage.
Keeping in mind the relations established in
equations (iv), (v) and (ix), the unit cost of vac-
cination using the new procedure could reach
the upper limit of US$0.87. If CVI = US$0.13
is deducted from this UCOV value, then the
upper limit of MCOV should be US$0.74.

If we establish a relationship between the
values estimated for MCOV under the assump-
tions indicated, then the market cost of a dose
of oil-adjuvanted vaccine—in relation to the cost
of the same unit of presently utilized vaccine—
could fluctuate over the following range:

1.9 times < MCOV < 4 6 times (xii)
MCHV

Among the assumptions within which these
results have been prepared, attention should
again turn to the assumption which establishes
that TCHV = TCOV. As these results indicate,
the new FMD vaccination procedure—in this case
judged independently of a given vaccine effec-
tiveness level—is economically feasible because it
requires a lesser number of vaccinations per ani-
mal. It can therefore be inferred that the oil-
adjuvanted vaccine could have a per-dose market
cost ranging from 1.9 to 4.6 times the cost of a
unit of aluminum-hydroxide saponin vaccine.

Assessment of these results and conclusions
must bear in mind the conditions that have been
explicitly or implicitly considered, i.e., reference
neither to specific levels of vaccine effectiveness,
nor to differences of effectiveness between the
two procedures. Nevertheless, it is implicit that
both vaccines are of good quality and would
consequently be approved in any effectiveness
control test.

It is clear in the foregoing relationships that
application of the new procedure will make the
total annual costs of vaccination higher in areas
where the proportion of young animals (o) is
high, such as in breeding and raising regions.

2. Analysis considering greater effectiveness with
oil-adjuvanted vaccine
It is of major interest that the feasibility study
of the oil-adjuvanted vaccine procedure consider
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the longer duration of populational protection
levels, resulting in a lesser frequency of vaccina-
tions administered to the cattle per year. Explicit
consideration should also be given to the cattle
population’s greater protective effectiveness at
a given moment, compared with the traditional
alternative. The relationship between the cost
of vaccination and the immune effectiveness
level of the procedures analyzed herein is deter-
mined through the unit cost of annual protec-
tion parameter (UCP), an indicator that reflects
how much it costs to keep one bovine protected
against FMD for one year.

According to Gomes and Astudillo (5), ef-
fectiveness in alternative 1 is taken as approxi-
mately 0.80 when aluminum-hydroxide saponin
vaccine is applied. Based on this information,
the respective unit cost of protection (UCHP)
can be calculated through the following equa-
tion:

UCHP = TCHV/(0.8) (VB) (xiii)

With equation (ii) used for the following
substitutions in equation (xiii):

ucHp = B)(UCHV) (VB) _ 3 75 ycHy

{0.8) (VB) {xiv)

According to the calculation made in the first
part of this work, 0.91 is the immune effectiveness
for alternative 2 which applies oil-adjuvanted vac-
cine. The unit cost of protection for this proce-
dure (UCOP) is defined as:

UCOP = TCOV/0.91 VB (xv)

By making the corresponding substitution
in (xv) based on equation (iii):

UCOP — (1 +a) (UCOV) (VB) _

(0.91) (VB)

U+a) yeov (xvi)
0.91
given the information in equation (viii), then:
(1.1){UCOV) < UCOP < (2.2) UCOV {xvii)

Resolving equation (xiv) from the informa-
tion given by SENACSA (8), according to which
UCHV = US$0.29, yields:

UCHP = US$1.09 (xviii)

One problem to resolve is to define the range
of variation of UCOP by defining UCOV. But
this is not directly possible because MCOV is
unknown, due to the present unavailability of oil-
adjuvanted FMD vaccines on the South American

vaccine market. Because this is not possible, the
assumption UCOV = UCHV may be considered;
the behavior of UCOP can therefore be assessed
in relation to UCHP, whose value was defined
in {xviii).

Under the assumption that UCOV = UCHV,
and following through with equation (xvii):

(1.1) (UCOV) < ucorp < (2.2) (UCOV)

(3.75{UCHV)  UCHP  (3.75H{UCHV)

0.29 < YCOP ~ n 59

CHP

cC

{(0.29) (UCHP)} < UCOP <

(0.569) (UCHP) {xix)

This result leads to the statement that if the
unit cost of vaccination per stage were equal for
both the procedures, the annual unit cost of
protection for the alternative proposing oil-
adjuvanted vaccine (UCOP) would be from 41%
to 71% lower than the UCHP.

The required substitution in equation (xix)
yields

US$0.32 < UCOP < US$0.64 (xx)}
which represents the value range within which
the annual cost of protection for bovines under
alternative 2 could fluctuate provided the es-
tablished suppositions are taken into considera-
tion.

The situation occurring when it is assumed
that UCOP = UCHP should be analyzed using
the same approach as applied to the problem
in section ‘‘a”. Thus

(3.75) (UCHV) = 1% ycov (xxi)
0.91

through substitutions in the equation based on
equations (xiv) and (xvi).
The equation can then be worked out to

yield:

ucov _ 341

UCHV ~ (1+a) (xxii)
with 0 < a < 1, then the UCOV/UCHV ratio
can range as follows: ’

1.71 < HEOV < 341 (xxiii)
UCHV

through operations similar to those made in the

preceding section, MCOV can be isolated and

its range of variation defined as follows:
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((1.71{MCHV) + (0.71){CVI)] < MCOV <

[(3.41{MCHV) + (2.41)(CVI)] {xxiv)
in a general way, this expresses the range of varia-
tion of the unit cost of the oil-adjuvanted vac-
cine on the market {(MCOV), and now takes into
account the fact that the two procedures’ effec-
tiveness is not the same, the greater one being
that which corresponds to the alternative utilizing
oil-adjuvanted vaccine.

By using the Paraguayan data (8) and making
the substitutions required in equation (xxiv),
we get:

US$0.37 < MCOV < US$0.86 {xxv)

It can be observed that the market-cost range
of a dose of oil-adjuvanted vaccine, when this
vaccine’s greater effectiveness is considered, has
increased by approximately 18% as compared
to the limits ascertained when a difference of
immune effectiveness between the two proce-
dures was disregarded (equation xi).

Moreover, if this unit-cost range of oil-adju-
vanted vaccine on the market is related to the
situation of the known market cost of a dose
of hydroxide saponin vaccine (8), the following
occurs:

2.3 times < Mcov < 5.4 times (xxvi)
MCHV

which makes this statement verifiable only if
the supposition UCHP = UCOP is fulfilled, con-
sidering greater effectiveness for oil-adjuvanted
vaccine (0.91 versus 0.80) and using the costs
estimated for the 1976 FMD vaccinations in
Paraguay (8).

CONCLUSIONS

The annual total cost of FMD vaccination
for alternative 1, using aluminum-hydroxide
saponin vaccine, depends on the number of
animals to be vaccinated and the cost of vac-
cinating one bovine at one stage. The same kind
of cost for alternative 2, which employs oil-
adjuvanted vaccine, is a function of (a) the num-
ber of bovines to be vaccinated, (b) the cost
of vaccinating one bovine at one stage, and (c)
the proportion of young animals in the popula-
tion. The unit cost of vaccination at a stage
depends on the cost of a vaccine dose on the

market and on the operating cost of applying
the vaccine.

The latter cost, expressed in units, is identical
for both procedures. Because oil-adjuvanted vac-
cine is not yet available on the market, a study of
the cost relationships must take vaccination under
alternative 1 as reference. Assuming that UCHV =
UCOV, it is understood that TCHV > TCOV; the
new procedure therefore becomes economically
feasible because even though the entire bovine
population to be vaccinated may be young (a),
the annual total cost of vaccination would be
one-third less than what would be achieved with
the currently used procedure. On the other hand,
if it is assumed that TCHV = TCOV, and differ-
ences of effectiveness between the two procedures
are disregarded, then the oil-adjuvanted vaccine
procedure is economically viable within a range
whose limit is MCOV = 4.6 MCHV. These results
can be attained by applying the costing method-
ology proposed by Astudillo et a/. (7) and util-
izing the data on vaccination costs in Paraguay in
1976 (8).

The immune effectiveness of the oil-adjuvanted
vaccine procedure is 0.91, versus 0.80 for the
hydroxide saponin vaccine procedure. Consider-
ing this difference in effectiveness, the cost study
should refer to the annual cost of protecting
a bovine against FMD (UCP). If it is assumed
that UCOV = UCHV, then the UCOP turns out
to be always lower than UCHP. On the other
hand, if it is supposed that the annual costs of
protecting a bovine are equal for both alternatives
(UCOP = UCHP), then the new FMD vaccina-
tion scheme is economically feasible over the
UCV range whose limit is UCOV = 3.41 UCHV.
If the assessment is referred to the unit cost
of a dose of oil-adjuvanted vaccine on the retail
market, the scheme is feasible up to the point
at which MCOV = 5.4 MCHV, when the Para-
guayan data (8) and the methodology proposed
in a previous study (7) are applied.
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ARAMBULDO, P.V.
Texto en inglés. Dissertation Abstr. Int 38B: 5221-5222, 1978. (Abstract only). (FMD Bull.

Wellcome 18 (11): 61, 1979). [University of Texas Health Science Center, Houston, Texas, U.S.A.]

Célculo de pérdidas econdémicas debido a la fiebre
aftosa y andlisis de costo y beneficio de sistemas
alternativos para su eliminacion de un pais en
desarrollo

En afios recientes se viene considerando un fac-
tor muy importante, la aplicacion de anélisis eco-
némico a enfermedades animales y/o programas
para su eliminacion. Han sido desarrolladas téc-
nicas para la valoracién de beneficios y ayudar
a tomar decisiones razonables en cuanto a asig-
nacién de recursos eficientes. La técnica mas ge-
neralmente utilizada es el andlisis de costo y be-
neficio (ACB). La fiebre aftosa es endémica en
las Filipinas, donde se informé la ocurrencia de
virus O, A y C. En 1975 se hicieron constar
67.681 casos. La pérdida ecbnomica directa se
estima en 25.083.905 dblares americanos, sin
incluir ingresos invertidos de producciones futu-
ras. Las pérdidas resultantes de la enfermedad
son grandes pero no cuantitativas en términos
monetarios. Se desarrollaron modelos determi-
nisticos para representar la tasa de cambio en ca-
sos de fiebre aftosa. Las medidas de control dis-
ponibles aplicdronse individualmente o en -com-
binacion para dar forma a modelos de un progra-
ma de eliminacion. Tomando como base los re-
sultados del ACB, se recomendd que el gobierno
adoptara un programa de erradicacion de 4 afios
de duracion, usando un sistema de vacunacién
de todos los animales susceptibles cada 6 meses
y cuarentena durante los primeros 18 meses, se-
guida del sacrificio de los animales infectados
{con indemnizacién), vacunacién en anillo y
cuarentena durante los subsiguientes 30 meses.
Se calculd que el presente sistema de control
tardaria hasta unos 34 afios en eliminar la fiebre
aftosa.

Estimation of economic losses from foot-and-
mouth disease and cost-benefit analysis of alterna-
tive policies for eradication of a developing coun-
try

The application of economic analysis to animal
disease and/or eradication programs has become
an important tool in recent years. Techniques
have been developed for the assessment of benefits
and to aid the making of rational decisions for
efficient resource allocation. The most widely
used technique is cost benefit analysis (CBA).
Foot-and-mouth disease (FMD) is endemic in the
Philippines and virus types O, A and C have been
recorded. In 1975, there were 67,681 reported
cases. The estimated direct economic loss is
25,083,905 U.S. dollars not including earnings
foregone from future production etc. The conse-
quential losses from the disease are large but non-
quantifiable in monetary terms. Deterministic
models were developed to portray the rate of
change in FMD cases. The available control meas-
ures were applied singely or in combination to
shape eradication program modeis. Based on CBA
results, it was recommended that the government
should adopt a four-year eradication program
using a policy of vaccination of all susceptible
animals every six months and quarantine in the
first 18 months followed by slaughter of infected
animals (with indemnification), ring vaccination
and quarantine in the subsequent 30 months.
It was estimated that the present control policy
would, theoretically, take up to 34 years to erad-
icate foot-and-mouth disease.
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CHAKRABARTY, AK.; DUTTA, P.K.; BORO, B.R.; MAHANTA, P.N.

Texto en inglés.

Trop. anim. Hith. Prod. 11 (2): 115-116, 1979. (FMD Bull. Wellcome 18 (10):

55, 1979). [Dept. of Microbiology, College of Veterinary Science, Assam Agricultural University,

Gauhati-22, Assam, India]
Prevalencia estacional e Assam de la fiebre aftosa

La prevalencia de fiebre aftosa en Assam fue
calculada en relaciébn con las siguientes estaciones:
verano (marzo-mayo), monzén sur-oeste (junio-
septiembre), post-monzén (octubre-noviembre) e
invierno (diciembre-febrero). Entre enero de 1976
y diciembre de 1977 tuvieron lugar 84 epidemias
de fiebre aftosa en la region. En ambos afios, los
brotes abundaron mds durante las estaciones inver-
nales y monzdnicas. Las incidencias de invierno
fueron atribuidas a las condiciones climdticas, que
favorecen la supervivencia viral. Las ocurrencias
monzodnicas se atribuyeron a las inundaciones que
obligaron el traslado de los animales a regiones mas
elevadas, donde se congregaron grandes multitudes
de animales domésticos, apifiados en contacto
préximo con salvajes herbivoros. Virus, tipos O,
A, C y Asia 1 se hallaban presentes en Assam du-
rante 1976/77, siendo el méds comun el tipo O.

DHENNIN, L.; GICQUEL, B.; LABIE, J.

Texto en francés. Bull. Acad. vet. Fr. 52 (1):
1979).
Alfort cedex, France]

Estudios sobre el momento de la aparicion de virus
aftoso en los masculos del cerdo

Treinta y dos horas antes de la aparicién de los
primeros sintomas aftosos fue descubierto virus en
la sangre de un cerdo contagiado mediante contac-
to con un animal infectado. Dicho virus pudo
observarse en el tejido muscular 20 horas antes del
hecho. En un cerdo infectado mediante inocula-
cién intradérmica en el talon, fue detectado virus
en la sangre y en el tejido muscular a las 12 horas
después de la inoculaciébn (12 horas antes de la
aparicién de lesiones primarias). Existe el peligro
de transmisién - de la enfermedad durante un pe-
riodo de 20 horas, cuando el cerdo estd aparen-
temente sano, pero su riego sanguineo contiene
virus y los tejidos musculares han sido presionados.

Seasonal prevalence of foot-and-mouth disease
in Assam

The prevalence of foot-and-mouth disease in
Assam was assessed in relation to the following
seasons: summer (March-May), south-west mon-
soon (June-September), post-monsoon (October-
November) and winter (December-February).
Between January 1976 and December 1977 there
were 84 outbreaks of foot-and-mouth disease in
the region. In both years, outbreaks were com-
monest in winter and during the monsoon season.
The winter epizootics were attributed to climatic
conditions favouring the survival of virus. Mon-
soon epizootics were attributed to the floods
which forced the movement of animals to high
lands where large congregations of domestic
animals were herded in close contact with wild
herbivores. Virus types O, A, C and Asia 1 were
present in Assam in 1976/77, type O being the
most common.

125-128, 1979. (FMD Bull. Wellcome 18 (10): 58,
[Laboratoire central de Recherches veterinaires d’Alfort, 22 rue Pierre-Curie, 94704 Maisons-

Studies of the time of appearance of foot-and-
mouth disease virus in the muscles of pigs

In a pig infected with foot-and-mouth disease
by contact with an infected animal, virus was
detected in the blood at 32 hours before the ap-
pearance of primary aphthae and in muscle tis-
sue at 20 hours before. In a pig infected by
intradermal inoculation in the heel, virus was
detected in blood and muscle tissue at 12 hours
after inoculation (12 hours prior to the appear-
ance of primary lesions). There is a potential dan-
ger of transmission of disease during the 20 hour
period when the pig is apparently healthy but
has virus in its blood and muscle tissues are
stressed. ’
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DOEL, T.R.; ROBSON, K.; GORMAN, B.M; BROWN, F.

Texto en ingtés. /n 1st Mtg European Study Group on Molecular Biology of Picornaviruses, Enkhui-
zen, Netherlands, September, 1979. (Abstract only). (FMD Bull. Wellcome 18 (10): 56, 1979). [Ani-
mal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Base bioquimica para variacién antigénica en virus
aftoso

Se examinaron las proteinas estructurales y pro-
vocadas de dos aislamientos de virus aftoso tipo A
y uno de tipo O, con el fin de ganar conocimiento
sobre la naturaleza de la variacién del nivel mole-
cular. Informacién obtenida por hibridizacion de
ARN confirmé la clasificacion serolégica de los
tres virus, pero el procedimiento mds distintivo de
localizacion oligonucleétide T1 RNase, no demos-
tré6 mayor parecido entre los dos tipos virales A,
que entre éstos y el tipo viral O. Cuando fueron
examinados los productos primarios provocados
en células infectadas, por medio del analisis trip-
tico de péptidos, la variacidon mayor parecia resi-
dir en la region de la codificacion del genoma pa-
ra proteinas estructurales. Esta variacion era con-
siderablemente menor en el resto del genoma.
También se examinaron las proteinas a través de
analisis triptico de péptidos y electroforesis en gel
de poliacrilamida de fragmentos proteoliticos li-
mitados. La variacion parecia ser mayor en VP,
y VP; que en VP,.

ELLIS, P.R.; JAMES, A.D.

Biochemical basis for antigenic variation in foot-
and-mouth disease virus

The structural and induced proteins of two
isolates of type A and one isolate of type O foot-
and-mouth disease virus were studied in order
to gain an understanding of the nature of varia-
tion at the molecular level. RNA hybridization
data supported the serological classification
of the three viruses but the more discriminat-
ing RNase T1 oligonucleotide mapping proce-
dure did not show any greater similarity between
the two type A viruses than between these and
the type O virus. When the primary products
induced in infected cells were examined by tryp-
tic peptide analysis, the greatest variation ap-
peared to be in the region of the genome cod-
ing for the structural proteins. The extent of
variation was considerable less in the remainder
of the genome. The individual structural pro-
teins were also examined by tryptic peptide
analysis and by polyacrylamide gel electropho-
resis of limited proteolytic fragments. The varia-
tion appeared to be greater in VP; and VP; than
in VP,. '

Texto en inglés. Vet. Rec. 105: 504-506, 1979. (FMD Buil. Wellcome 18 (12): 126, 1979). [Vet-
erinary Epidemiology and Economics Research Unit, Department of Agriculture and Horticulture, Uni-

versity of Reading, Reading, Berks, England]

Economia de sanidad animal. 1. Programas para
el control de las enfermedades principales

Este trabajo trata acerca del proceso de la toma
de decisiones concernientes al control de las enfer-
medades animales a nivel nacional. El problema
causado por cada enfermedad animal presenta una
serie de consideraciones distintas y cada caso debe
abordarse con un sistema analitico distinto. Se ha
visto claramente que mejores sistemas de reco-
pilacién, trabajo adicional sobre epidemiologia
dindmica y un concepto mas refinado de teoria
econdmica aplicada, puede llevar a programas mds

The economics of animal health. 1. Major disease
control programs

This paper is concerned with the decision-
making process in the control of animal disease
at the national level. Each animal disease prob-
lem raises a different set of considerations and
calls for somewhat different analytical approaches.
It has become clear that ‘better recording sys-
tems, further work on dynamic epidemiology
and a more refined body of applied economic
theory can lead to more effective programs for
disease control. It is suggested that a continuous
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efectivos para el control de enfermedades. Se su-
giere que un proceso continuo de control y reajus-
te debiera establecerse como parte de la rutina de
todo proyecto de sanidad animal.

HUGH-JONES, M.E.
Texto en inglés.

monitoring and reappraisal process should become
a routine part of every animal health project.

In 2nd International Symposium on Veterinary Ebidemiology and Economics,

Canberra, Australia, Veterinary Epidemiology and Economics, Canberra, Australia, 1979. (FMD Bull.

Wellcome 18 (7): 37, 1979).

[Dept. Epidemiology and Community Health, School of Veterinary

Medicine, Louisiana State University, Baton Rouge, Louisiana 70803, U.S.A.]

Unos efectos de 1a fiebre aftosa en bovinos brasi-
lefios

La fiebre aftosa en bovinos lecheros produjo
una pérdida inmediata e irreemplazable de leche.
Se observaron los efectos mds marcados en vacas
de la primera y segunda lactancia, y las vacas que
producen mds leche fueron las menos afectadas.
No hubo efecto permanente sobre la lactancia o
fertilidad, a excepcién de animales con lesiones
endbcrinas cronicas. La ausencia de terneros neo-
natos nueve meses después del brote resultd del
anestroso y la resorcién al concebir inducido por
la enfermedad. Aunque los efectos econdmicos
cuantificables de la fiebre aftosa son temporaneos,
los efectos de utilidad marginal son severos. La
falta administrativa de flexibilidad y falta de con-
fianza “‘entrepreneural” de gerentes con rebafios
afectados parecerian ser los efectos mds importan-
tes, y no necesariamente |a falta de produccion
directa.

Some efects of foot-and-mouth disease in Brazilian
cattle "

Foot-and-mouth disease in dairy cattle prod-
uced an immediate and irreplaceable loss of
milk. The effects were greatest in first and sec-
ond lactation cows with higher lactation cows
least affected. With the exception of animals
with chronic endocrine lesions, there are no per-
manent effects of lactation or fertility. The
anoestrous and resorbtion on concepti induced
by disease resuited in an absence of newborn
calves nine months after the outbreak. Although
the quantifiable economic effects of foot-and-
mouth disease are temporary the marginal utili-
ty effects are severe. The managerial lack of
flexibility and entre-preneural loss of confidence
of managers with affected herds would appear
to be the most important effects, and not neces-
sarily the direct loss of production.

LEEUW, P.W. de; TIESSINK, JW.A,; BEKKUM, J.G. van
Texto en inglés. Zbl. VetMed (B) 26 (2): 98-109, 1979. (FMD Bull. Wellcome 18 (8): 46, 1979).
[Central Veterinary Institute, Virology Dept., Lelystad, Netherlands]

Desafio de cerdos vacunados con virus aftoso

Con el fin de llegar a un mejor entendimien-
to sobre lo que ocurre tras el desafio de cerdos
vacunados con virus aftoso, la excrecion de virus
en los fluidos bucales de cerdos vacunados fue
comparada con la de los cerdos susceptibles. Trés
desaffo por inoculacibn o por frotamiento, los
cerdos susceptibles excretaron hasta 7 logs de vi-
rus por ml de fluido. Cerdos desafiados por fron-
tamiento, a la sexta semana posvacunacién excre-
taron mucho menos virus. A la vigésima semana

The challenge of vaccinated pigs with foot-and-
mouth dissase virus

In order to obtain a better understanding of
what happens following challenge of vaccinated
pigs with foot-and-mouth disease virus, the virus
excretion in the mouth fluids of vaccinated pigs
was compared with that in susceptible pigs.
After swab and needle challenge, susceptible
pigs excreted up to 7 logs of virus per ml of
fluid. Pigs which were swab challenged at 6
weeks post-vaccination (p.v.) excreted much
less virus. At 20 weeks p.v. some pigs excreted
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posvacunaciébn algunos cerdos excretaron hasta
5,5 logs de virus y sin embargo no mostraron sin-
tomas de enfermedad clinica. Tras descarga por
inoculacion de cerdos vacunados y alojados indi-
vidualmente, la excreciébn de virus en los fluidos
bucales fue inversamente proporcional al nivel
de inmunidad del animal. Cuando cerdos alojados
en grupo fueron desafiados mediante inoculacién,
se detectd virus en muestras pertenecientes a ani-
males totalmente inmunes.

LOMBARD, M.

up to 5.5 logs of virus yet did not show any signs
of clinical disease. Following needle challenge of
individually housed, vaccinated pigs, virus excre-
tion in mouth fluids was inversely proportional
to the level of immunity of the animal. When pigs
housed in groups were needle challenged, virus
was detected in samples from completely immune
animals.

Texto en inglés. /n Mtg of the European Commission for the Control of FMD, Lindholm, Denmark,
1979. (FMD Bull. Wellcome 18 (7). 38, 1979). [IFFA Merieux: 254 rue Marcel Merieux, 69007 Lyon,

France]

Resultados actuales del estudio unilateral del virus
tipo O que apareci6 en Francia en 1979

Un brote de la fiebre aftosa ocurrio en 1a regiébn
de Normandia en Francia, a principios de 1979.
Se aisléd el virus tipo O y ahora se ha comparado la
cepa del brote con varias otras cepas europeas del
tipo O en pruebas de la fijacién del compliemento.
Los resultados indicaron que la cepa pertenscié al
subtipo O, y que la cepa francesa O; Lausanne
de la vacuna seria apropriada para la vacunacién
profilactica.

LOMBARD, M.

Present results of the unilateral study of the O
virus that appearad in France in 1979

An outbreak of feot-and-mouth disease oc-
curred in the Normandy region of France early
in 1979. Virus type O was isolated and the
outbreak strain has now been compared with a
number of other European type O strains in
complement fixation tests. The results indicated
that the strain belonged to the O, subtype and
that the French O, Lausanne vaccine strain would
be suitable for prophylactic vaccination.

Texto en inglés. /n Mtg of the European Commission for the Control of FMD, Lindhoim, Denmark,
1979. (FMD Bull. Wellcome 18 (8): 45, 1979). [IFFA-Merieux, 2564 rue Marcel Merieux, 69007 Lyon,

France}

Uso de suero de bovinos vacunados en la evalus-
ci6n de cepas de virus aftoso en el campo
Vacunéaronse bovinos una o dos veces con va-
cunas antiaftosas de tipp O Lausanne o tipo As
Allier. Fueron determinados titulos de anticuer-
pos neutralizantes contra virus homélogo y virus
heterélogos. Se calcularon los valores r para los
sueros de animales vacunados una o dos veces,
comparando la actividad en los sistemas heterolo-
gos y homoblogos. En algunos casos el valor r per-
manecié inalterable al revacunar, pero en otros
casos el valor r tras revacunacién, indico mayor

Use of vaccinated cattle sera in the evaluation of
foot-and-mouth disease virus strains in the field
Cattle were vaccinated once or twice with
gither a type O Lausanne or type As Allier foot-
and-mouth disease vaccine. Serum neutralizing

antibody titers were determined against homolo-

gous virus and heterologous field viruses, The r
values were calculated for ‘the sera of once and
twice vaccinated animals by comparing the activity
in the heterologous and homologous systems. In
some cases, the r value remained unchanged on re-
vaccination, but in other cases, the r value after
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semejanza entre las cepas. Estos resultados, junto
con la gran variabilidad apreciada entre anima-
les individuales, indica que no se puede esperar
que exista correlacion entre los titulos neutrali-
zantes, especiaimente en un sistema heterdlogo,
y la proteccién en el campo. Sin embargo, den-
tro del contexto de una campafia de vacunacién
normal, se considera que el valor r, comparando
el titulo del sistema homélogo trds dos vacuna-
ciones con el sistema homdlogo después de una
vacunacién, podria indicar una mejor proteccion.

revaccination indicated a greater similarity between
the strains. These results, together with the great
variability observed between individual animals,
indicate that neutralization titers, especially in
a heterologous system, cannot be expected to
correlate with protection in the field. However,
in the context of a régular vaccination campaign,
it is considered that the r value, comparing the
titer of the homologous system after two vac-
cinations with the homologous system after
one vaccination, could be a better indicator of
protection.

MURAVIEV, V.K.; MALYARETS, P.V.; ONUFRIEV, A.V.; SHORSHNEV, V.I.; SOROKIN, V.A,
Texto en ruso. Veterinariya (Moscow) 5: 31-34, 1979. (FMD Bull. Wellcome 18 {7): 40, 1979).

La valoracibn del estado inmunitario de bovinos
en brotes de |a fiebre aftosa

Este trabajo describe el uso del andlisis matem4-
tico para determinar el estado inmunitario de un
rebafio de bovinos durante un periodo después de
vacunacién y revacunacion subsecuente contra la
fiebre aftosa. En este estudio se utilizé un rebafio
de 114 vacas y 50 terneros (hasta 6 meses de edad)
que fueron vacunados y revacunados con una va-
cuna preparada del virus A;; lapinizado. Se deter-
minaron los titulos de anticuerpos para cada ani-
mal a periodos de entre 1 y 5 meses después de la
vacunacion inicial y de entre 1 y 12 meses después
de la revacunaciéon. Los animales se pueden dividir
en grupos segin los titulos neutralizantes de los
anticuerpos: buena inmunidad (més de 4,1 log; ),
inmunidad satisfactoria (entre 3,1 y 4,0 log;), e
inmunidad no satisfactoria (menos de 3,0 log; ).
La manipulacion matemética de los datos permi-
ti6 la delineacion de gréficos de inmunidad diné-
mica para el rebaffio. Los resultados indicaron que
el estado inmunitario de un rebafio de bovinos j6-
venes después de una vacunacién Unica puede de-
terminarse de una muestra representativa de entre
10 y 27 animales y que, después de revacunacién,
de una muestra de entre 10 y 36 animales. Se pue-
de declarar el estado inmunitario de bovinos adul-
tos entre 13 y 25 animales y entre 14 y 32 anima-
les después de vacunacién primaria y revacunacién
respectivamente.

Assessment of the immune status of cattle in
outbreaks of foot-and-mouth disease

This paper describes the use of mathematical
analysis to determine the immune status of a herd
of cattle over a period following vaccination and
subsequent revaccination against foot-and-mouth
disease. A herd of 114 adult cows and 50 calves
{up to 6 months old) vaccinated and revaccinated
with an adsorbed vaccine prepared from lapinized
A, , virus was used in the study. Antibody titers
were determined for each animal at periods be-
tween 1 and 5 months after initial vaccination
and between 1 and 12 months after revaccina-
tion. On the basis of neutralizing antibody titers
the animals could be divided into groups with
good (above 4.1 log,), satisfactory (3.1 to 4.0
log,;) and unsatisfactory {less than 3.0 log,) im-
munity. Mathematical manipulation of the data
allowed dynsmic immunity graphs to be plotted
for the herd. The resuits indicated that the im-
mune status of a herd of young cattle following
single vaccination can be determined from a rep-
resentative sample of 10 to 27 animals and, fol-
lowing revaccination, from a sample of 10 to 36
snimals. The immune status of adult cattle can
be assessed on the basis- of 13 to 25 snimals and
14 to 32 animals following primary vaccination
and revaccination respectively.
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