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PREPARACION DE UN SUERO POLIVALENTE PARA EL DIAGNOSTICO DEL VIRUS
DE LA FIEBRE AFTOSA POR FIJACION DEL COMPLEMENTO'

A. Alonso Ferndndez®, Magnus S. Séndahi?, Maria E.V. Ferreira®

RESUMEN

La fiebre aftosa es una enfermedad altamente
contagiosa, por lo que un diagnostico rapido es
fundamental para su control o erradicacion. Es
causada por 7 tipos de virus inmunolbgicamente
diferentes, con mas de 65 subtipos y varias cepas.
De {os siete tipos el que mas variaes el A, del que
con frecuencia aparecen nuevas cepas en el campo,
algunas de elias son muy diferentes a las conocidas,
por lo que su identificacion por fijacion del com-
plemento, utilizando sueros hiperinmunes conven-
cionales es dificil y demorada. Para subsanar este
problema se ha propuesto la utilizacion de diferen-
tes mezclas de sueros hiperinmunes. En el presente
trabajo se describe la producciéon de un suero hi-
perinmune polivalente por hiperinmunizacion de
cobayos con diferentes cepas del tipo A. El suero
hiperinmune obtenido tiene mayor amplitud an-
tigénica que los suercs individuales o la mezcla
de éstos. Esta mayor amplitud antigénica hace
de é1 un elemento de diagndstico valiosisimo para
elevar el nimero de resultados positivos obtenidos
directamente de las muestras de campo, eliminan-
do de esa manera los pasajes en cultivos celulares
o en ratones para aumentar ia concentracion de
antigeno.

Sueros asi elaborados estan siendo ampliamente
utilizados en la mayoria de los laboratorios de
diagnostico de las enfermedades vesiculares de
América del Sur.

Yeste trabajo fue publicado previamente en Proc.
11! tntern. Symp. Veter. Lab., Ames, lowa, USA, Vol. 1,
pp. 205211, 1983. Reproduccion autorizada.

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

INTRODUCCION

La fiebre aftosa es producida por 7 tipos de
virus inmunolbégicamente diferentes, los cuales
agrupan mas de 65 subtipos, como lo ha demos-
trado el Laboratorio Mundial de Referencia, en
Pirbright, Inglaterra. Este elevado nGmero de
subtipos y cepas muestra la gran plasticidad del
virus que hace que continuamente surjan mutan-
tes en el campo, muchas de ellas con marcadas
diferencias antigénicas con las ya identificadas,
principalmente dentro de! tipo A gue es el gue mas
varia (4).

El aparecimiento de nuevas variantes es favo-
recido por la replicacion de! virus en poblacio-
nes hospederas con diferentes niveles inmunolo-
gicos (2, 3}. Por este motivo, los laboratorios de
diagndstico de fiebre aftosa situados en areas
endémicas y sometidas a vacunaciones sistemati-
cas reciben con frecuencia muestras de virus que
son identificadas con dificultad en la prueba de
fijacion del complemento (FC) (6) utilizando los
sueros hiperinmunes normales. Para resolver este
inconveniente es necesario aumentar {a capacidad
fijadora de los sueros, sea utilizando mezclas de
los mismos (/) o usandolos en forma de mono-
valentes, pero en altas concentraciones, poniendo
en riesgo su especificidad.

Este trabajo describe la produccion en cobayos
de un suero hiperinmune polivalente del tipo A,
y analiza su espectro antigénico, comparandolo
con los sueros monovalentes o con la mezcla de
éstos.

MATERIALES Y METODOS

Virus

Para la preparacion de los diferentes sueros
hiperinmunes fueron utilizadas las cepas de vi-
rus A,4 Cruzeiro-Brasil/55, A, Argentina/66,
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A Brasil/70, A Ecuador/75, A Magé-Br/76 y A
Venceslau-Brasil/76, del cepario del Centro Pana-
mericano de Fiebre Aftosa (CPFA).

Produccién de los sueros hiperinmunes monova-
lentes

Con epitelio bovino infectado con cada una de
las cepas de virus mencionadas anteriormente, fue
preparada una suspension viral 1:5 en medio de
Earle e inoculada por via intradermoplantar en las
dos patas posteriores de 5 cobayos adultos, a razon
de 0,1 ml por animal. Los pasajes se continuaron
hasta que todos los animales desarrollaron genera-
lizacion podal.

A las seis semanas después de infectados, todos
los cobayos que presentaron generalizacion podal
fueron hiperinmunizados con la misma cepa utili-
zada en la infeccion. Las hiperinmunizaciones
fueron realizadas con antigeno 15 en Earle con
0,1% de saponina preparado con el virus adap-
tado a esta especie, inoculando cada cobayo con
0,2 ml por via intradermoplantar y subcutdnea
en una pata. Una semana después fue realizada
la segunda hiperinmunizacion inoculando la otra
pata, igual a como se hizo en la primera. Transcu-
rrida una semana desde la Gltima hiperinmuniza-
cion, los animales fueron sangrados por puncion
intracardiaca. El suero de todos los cobayos ino-
culados con la misma cepa fue mezclado, inactiva-
do a 56°C durante 30 minutos, fraccionado en
alicuotas de 3,0 m! y conservado a -20°C.

Produccion de suero hiperinmune polivalente

La infeccion de los cobayos fue hecha indi-
vidualmente igual a como se ha indicado en la
produccion de los sueros monovalentes. Sin em-
bargo, las hiperinmunizaciones fueron realizadas
con una mezcla de antigenos preparada como si-
gue: el epitelio plantar de las vesiculas formadas en
el punto de inoculacion de todos los cobayos in-
fectados con las 6 cepas fue mezclado y diluido
1:5 en Earle, con 0,1% de saponina. Las inocula-
ciones fueron realizadas de la misma manera a
como fue descrito en la preparacion del suero
hiperinmune monovalente.

Los sueros de los cobayos infectados con la
misma cepa fueron mezclados, asi’ se obtuvieron
6 sueros denominados prepolivalentes. Posterior-

mente, se mezcld una alicuota de cada uno de ellos
para obtener el suero hiperinmune polivalente.

Por tanto, la Gnica diferencia en la preparacion
de los sueros monovalentes y polivalente radicé
en que las hiperinmunizaciones del primero fueron
hechas con los antigenos individuales, mientras
que para el suero polivalente se utiliz6 una mezcla
de 6 antigenos.

Preparacidn del suero hiperinmune mezcla

Los 6 sueros hiperinmunes monovalentes
fueron mezclados en partes inversamente propor-
cionales al titulo fijador de complemento 50%
(TFCs54) obtenido frente al antigeno homdlogo.
De esa manera, por unidad de volumen del suero
mezcla habia la misma proporcién de anticuerpos
FC de cada uno de los sueros monovalentes que
componian {a mezcla.

Determinacion de la capacidad fijadora del com-
plemento 50%

La antigenicidad de los sueros hiperinmunes
fue determinada calculando las relaciones sero-
légicas de cada uno de ellos. Para tal fin fueron
titulados por FCs, en tubo frente a las cepas
de virus utilizadas en !a produccion y a varias
otras heter6logas, utilizando la metodologia ya
descrita (7, 5).

RESULTADOS

En primer lugar fueron obtenidas las relaciones
serolégicas de los sueros monovalentes y prepoliva-
lentes frente a los antigenos utilizados para fa pre-
paracién de los mismos (Cuadro 1). En todos los
casos se observa que los valores de las r son més
elevados en los sueros prepolivalentes que en los
monovalentes, o que indica que tienen mayor
amplitud FC.

Posteriormente, se compard la capacidad FC del
suero hiperinmune mezcla y el polivalente (Cua-
dro 2). En estas pruebas fueron usados ademas de
los antigenos homologos a los utilizados para la
preparacion de los sueros, otros correspondientes
a varias cepas de virus de fiebre aftosa de diferen-
tes partes del mundo. Merece destacar que las rela-
ciones proporcionadas por el suero mezcla con las
cepas homologas son méas elevadas que las del



Alonso Ferndndez et al. 5
CUADRO 1. Relaciones serolégicas (r) obtenidas por fijacién del complemento con los sueros hiperinmunes
monovalentes y prepolivalentes

Sueros hiperinmunes

Antigenos A, 4 Cruzeiro Ay Arg. A Br/70 A Ecuador A Magé A Venceslau
Mono ? Prep.b Mono. Prep. Mono. Prep. Mono. Prep. Mono. Prep. Mono. Prep.

Aj4 Cruzeiro-Br/55 1.00 1.00 0.49 0.94 0.46 0.77 0.10 037 0.09 0.2t 0.14 0.28
Ay Argentina/66  0.24 0.28 1.00 1.00  0.37 0.57 012 030 0.16 0.6 0.08 0.2
A Brasil/70 037 067 038 079 1.00 1.00 o021 052 018 025 023 032
A Ecuador/75 019 031 0.11 044 040 056 1.00 1.00 014 026 008 0.09
A Magé-Br/76 0.12 033 015 067 0.25 038 034 052 1.00 1.00 0.17 036
A Venceslau-Br/76 022 050 0.25 054 046 0.60 0.1 046 0.23 0.47 100 1.00
Mono. = Suero hiperinmune monovalente producido en cobayos por infeccion e hiperinmunizacién con la misma

cepa.

bPrep.

= Suero hiperinmune prepolivalente producido en cobayos por infecciébn con una cepa e hiperinmunizacion

con una mezcla de antigenos de las 6 cepas relacionadas en el cuadro.

CUADRO 2. Relaciones serolégicas (r} obtenidas por
fijacion del complemento con los sueros
hiperinmunes mezcla y polivalente

Suero hiperinmune

Antigenos Mezcla Polivalente
A, 4 Cruzeiro-Br/55 1.00 1.00
A, Argentina/66 0.92 0.66
A Brasil/70 0.96 1.00
A Ecuador/75 0.88 0.7
A Magé-Br/76 0.92 0.76
A Venceslau-Br/76 0.92 0.85
As Westerwald/47 0.48 0.69
A, Pirbright-Alem/29 0.14 0.25
A, 5 Argentina/59 0.29 0.50
A, 5 Colombia/67 0.38 0.50
A, Peru/69 0.58 0.78
A3 Pando-Urug/50 0.18 0.50
A Argentina/68 0.34 0.50
A Alegrete-Br/76 0.34 0.69

suero polivalente frente a estos mismas antigenos.
Sin embargo, cuando ambos sueros fueron titula-
dos con antigenos heterdlogos, el polivalente pro-
porciond sistematicamente valores r mas elevados.
Para obtener las relaciones de ambos sueros fue

considerado como antigeno homolégo el A,,4
Cruzeiro-Br/55.

DISCUSION

Analizando las relaciones seroldgicas obtenidas
con los sueros hiperinmunes monovalentes y pre-
polivalentes (Cuadro 1) se aprecia que los primeros
son altamente especificos, ya que proporcionan
valores préximos a cero para la mayoria de los
antigenos, a excepcion del que fue utilizado para
su produccion, que obviamente es de uno. Por el
contrario, los sueros prepolivalentes proporcionan
valores r sistematicamente mas elevados, lo que
indica que tienen mayor espectro antigénico que
{os monovalentes.

Las relaciones seroldgicas proximas a la unidad
obtenidas con el suero mezcla, cuando fue titulado
por FCs, frente a los antigenos A,4 Cruzeiro,
A, Argentina, A Brasil/70, A Ecuador/75, A Ma-
gé/76 (Cuadro 2), se deben a que tienen por uni-
dad de volumen una cantidad similar de anticuer-
pos de los sueros monovalentes correspondien-
tes a esos antigenos, por lo que su capacidad fija-
dora es elevada y semejante para todos ellos. Por el
contrario, los valores r frente a los antigenos no
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utilizados para su elaboracion son sistematicamen-
te mas bajos. Esto es debido ala alta especificidad
de los sueros monovalentes que lo constituyen. Por
tanto, el suero mezcla es adecuado para fijar los
antigenos de los que procede, pero no lo es tanto
para identificar otros antigenos.

El suero hiperinmune polivalente proporciona
valores r méas bajos que el de mezcla para los an-
tigenos utilizados en la produccién. Sin embargo
tiene mas capacidad FC que este, para los antige-
nos no usados en su elaboracién. Esto se deberia
a que la hiperinmunizacion de cobayos con una
mezcla de antigenos originaria poblaciones de
anticuerpos mas heterogéneas y, por tanto, con
mayor capacidad para reconocer nuevos deter-
minantes antigénicos. Por el contrario, la hiperin-
munizacién con el mismo antigeno usado para
la infeccién, tal como se hace para la prepara-
cion de los sueros monovalentes, da origen &
sueros de alta especificidad y la mezcla de estos
sigie manteniendo esa caracteristica.

Los resultados obtenidos demuestran que el
suero polivalente es mas efectivo que el de mez-
cla para ser usado en los laboratorios de diagnos-
tico, principalmente, si estan situados en areas
donde la fiebre aftosa es endémica y con vacu-
nacion sistematica de la poblacion susceptible,
donde se dan las condiciones ideales para el apa-
recimiento de nuevos subtipos o variantes (2, 3),
hecho que es mas evidente para el virus del ti-
po A (4).

Este mayor espectro antigénico del suero poii-
valente hace que el nimero de resultados negativos
a partir del analisis directo por FC de las muestras
de campo sea menor. De esa manera, se disminu-
yen los pasajes de materiales de campo en ratones
lactantes o en cultivos celulares para aumentar la
concentracion de antigenos. Por otro lado, el

TFCso del suero polivalente fue dos veces mas
elevado que el de mezcla, lo que hace que también
tenga mayor rendimiento.

Sueros asi elaborados estan siendo ampliamente
utilizados con gran eficiencia en la mayoria de los
laboratorios de diagnostico de las enfermedades
vesiculares de América del Sur.
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PREPARATION OF A POLYVALENT ANTISERUM FCR DIAGNOSIS
OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS BY COMPLEMENT FIXATION!

A. Alonso Ferndndez?®, Magnus S. Séndahi?, Maria E.V. Ferreira®

SUMMARY

Foot-and-mouth disease is a highlv contagious
disease and therefore a rapid laboratory confirma-
tion of the clinical diagnosis is fundamental for
its control and eradication. There are 7 immuno-
logical types of FMD virus, more than 65 subtypes
and many strains. The most variable are the A
strains, of which frequently new strains appear in
the field. Some of those strains are different
enough from the known strains to which the con-
ventional antisera are prepared to be difficult
to identify by the complement fixation test. To
overcome this problem the use of different mix-
tures of antisera against subtypes of A virus has
been proposed. The present paper describes the
production of polyvalent guinea pig hyperimmune
serum against different strains of type A. This
serum has a broad antigenic spectrum and is a
valuable diagnostic tool to increase the number
of positive identifications of field materials, thus
eliminating the need for virus passages to obtain
a larger viral mass.

In our laboratory and in the national diagnostic
laboratories in the South American countries,
where such serum is used extensively it has re-
sulted in increased efficiency and savings of time
and materials.

INTRODUCTION

The World Reference Laboratory in Pirbright,

LThis paper was previously published in the Proc.
ill Symp. Veter. Lab., Ames, lowa, USA, Vol. 1, pp.
205-211, 1983. Reproduction authorized.

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

England, has demonstrated that foot-and-mouth
disease (FMD) is produced by 7 different immuno-
logical types of viruses encompassing more than
65 subtypes. This high number of subtypes and
strains is evidence of the virus’ great variability,
wriich enables new strains to appear continually
in the field. Antigenically, many of the strains
differ strikingly from the known strains; this is
ospecially true with regard to type A virus, which
is the most variable (4).

The appearance of new variants is favored by
virus replication in host populations having dif-
ferent immunological levels (2, 3). Hence, the
FMD diagnostic laboratories located in endemic
areas subject to systematic vaccinations frequently
receive virus samples that are difficult to identify
by the complement fixation test (6) when the
usual Pyperimmune sera are used. In order to
resolve this problem, the sera’s fixation capability
must be increased by utilizing mixtures thereof (7)
or by using monovalent sera. But the high concen-
tration of the monovalent sera required may
jeopardize their specificity.

This paper describes the production of a poly-
valent guinea pig hyperimmune serum against type
A virus and analyzes its antigenic spectrum by com-
parison with monovalent sera or a mixture thereof,

MATERIALS AND METHODS

Virus

The different hyperimmune sera were prepared
with the following virus strains from the strain
collection at the Pan American Foot-and-Mouth
Disease Center (PAFMDC): A,; Cruzeiro-Bra-
zil/55, A,¢ Argentina/66, A Brazil/70, A Ecua-
dor/75, A Magé-Brazii/76, and A Venceslau-
Brazil/76.

Production of the monovalent hyperimmune sera
Using bovine epithelium infected with each of



Bol. Centro Panamericano Fiebre Aftosa 47-48

the virus strains mentioned above, a virus sus-
pension was prepared and diluted 1:5 in Earle’s
medium. The antigen was inoculated into the
footpad of both rear feet of 5 adult guinea pigs
at the rate of 0.1 ml per animal. Passages con-
tinued until all animals developed generalized
foot lesions.

At six weeks postinfection all the guinea pigs
that developed foot lesions were hyperimmu-
nized with the same strain used for infection.
Hyperimmunization was accomplished with an-
tigen diluted 1:5 in Earle’s medium with 0.1%
saponin prepared with the virus adapted to the
species. Each guinea pig was given intradermo-
plantar and subcutaneous inoculations of 0.2 ml
in the footpad of one foot. A week later the
guinea pigs were hyperimmunized again exactly
the same way in the other foot. A week after the
second hyperimmnunization the animals were
bled by cardiac puncture. The serum from all the
guinea pig§ inoculated with the same strain was
mixed, inactivated at 56°C for 30 minutes, divided
into 3.0 ml aliquotes and stored at —20°C.

Production of polyvalent hyperimmune serum

The guinea pigs were infected individually in
exactly the same way as indicated for the produc-
tion of the monovalent sera. However, the hyper-
immunizations were accomplished with a mixture
of strains prepared as follows: the footpad epi-
thelium from the vesicles formed at the inocula-
tion sites ‘of all guinea pigs infected with the 6
strains was mixed and diluted 1:5 in Earle’s
medium with 0.1% saponin. The inoculations were
administered in the same way as described in the
preparation of the monovalent hyperimmune
serum.

The sera from the guinea pigs infected with the
same strain were mixed, producing 6 prepolyvalent
sera. Later an aliquote of each of the sera was
mixed to produce the polyvalent hyperimmune
serum.

Hence, the only difference between the prepa-
ration of the monovalent and polyvalent sera was
that the hyperimmunizations of the former were
produced with the individual antigens, whereas a
mixture of 6 antigens was used for the polyvalent
serum.

Preparation of the hyperimmune serum mixture
The 6 monovalent hyperimmune sera were
mixed in parts inversely proportional to the CFso
titer obtained against the homologous antigen,
Therefore, each unit volume of the serum mixture
contained the same proportion of CF antibodies of
each of the monovalent sera used in the mixture.

Determination of the 50% complement fixation
capacity

The antigenicity of the hyperimmune sera was
determined by calculating the serological relation-
ships of each of the sera. For this purpose they
were titered by CFs o in tube tests against the virus
strains utilized in their production and against
other heterologous strains, according to the
described method (7, 5).

RESULTS

First, the serological relationships of the mono-
valent and prepolyvalent sera were obtained
against the antigens utilized in their preparation
(Table 1). In all cases the r values of the prepo-
lyvalent sera are seen to be higher than for the
monovalent sera, thus indicating that the former
possess a broader CF coverage.

Subsequently the CF capacity of the hyperim-
mune serum mixtures and the polyvalent serum
were compared (Table 2). The tests utilized not
only the antigens homologous to those utilized
in the preparation of the sera, but also several
FMD strains from different parts of the world.
It is worth noting that the relationships produced
by the serum mixture with the homologous strains
are higher than those of the polyvalent serum
titered against those same antigens. However,
when both sera were titered with heterologous
antigens, the polyvalent serum systematically
yielded higher r values. The A,4 Cruzeiro-Bra-
2il/B5 virus strain was considered as the homolo-
gous antigen to obtain the relationships of both
sera.

DISCUSSION

Analysis of the serological relationships ob-
tained with the monovalent and prepolyvalent
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TABLE 1. Serological relationships {r) obtained by complement fixation with monovalent and
prepolyvalent hyperimmune antisera
Hyperimmune sera
Antigens A, 4 Cruzeiro Aje Arg. A Br/70 A Ecuador A Magé A Venceslau
Mono 2 Prep.b Mono. Prep. Mono. Prep. Mono. Prep. Mono, Prep. Mono. Prep. A
A4 Cruzeiro-Br/55 1.00 1.00 049 094 0.46 0.77 0.10 037 0.09 0.21 0.14 0.28
A, Argentina/66 0.24 028 1.00 1.00 037 057 0.2 030 016 016 0.08 0.12
A Brazil/70 0.37 0.67 0.38 0.79 1.00 1.00 o0.21 0.52 0.18 025 0.23 032
A Ecuador/75 0.19 0.31 0.11 044 040 0.56 1.00 1.00 0.14 0.26 0.08 0.09
A Magé-Br/76 0.12 033 0.5 067 0.25 0.38 034 052 1.00 1.00 0.17 0.36
A Venceslau-Br/76 0.22 050 025 054 046 060 0.1 046 0.23 047 1.00 1.00
aMono. = Monovalent hyperimmune serum produced in guinea pigs by infection and hyperimmunization with the
same virus strain.
bPrep. = Prepolyvalent hyperimmune serum produced in guinea pigs by infection with one strain and hyperimmu-

nization with a mixture of antigesn of the six strain listed above.

TABLE 2. Serological relationships {r) obtained by
complement fixation with mixed and polyvalent
hyperimmune antisera

prepolyvalent sera systematically yield higher r
values, thereby indicating that they possess a
broader antigenic spectrum than the monovalent
sera.

The near-unit serological relationships obtained

Hyperimmune serum

Antigens Mixture Polyvalent A N A )

with the sera mixture when it was titered by CFs,
Ay4 Cruzeiro-Br/55 1.00 1.00 against the antigens {A,4 Cruzeiro, A;¢ Argenti-
Az¢ Argentina/66 0.92 0.66 na, A Brazil/70, A Ecuador/75, A Mage/76) are
A Brazil/70 0.96 1.00 due to the fact that per unit volume they have a
A Ecuador/75 0.88 0.7 like quantity of the antibodies of the monovalent
A Mage-Br/76 092 0.76 . . .
A Vencestau-Br/76 0.92 0.85 sera corres_pondmg to. th.ose‘ antigen ("I'at‘)le 2).
As Westerwald/47 0.48 0.69 Hence, their CF capacity is higher and similar for
Ay, Pirbright-Alem/29 0.14 0.25 all of them. On the other hand, the r values
A, s Argentina/59 0.29 0.50 obtained against the antigens not utilized in their
A 7 Colombia/67 0.38 0.50 preparation are systematically lower, due to the
Ao Peru/69 0.58 0.78 high specificity of the constituent monovalent
A4 Pando-Urug/50 0.18 0.50 sera. The serum mixture is therefore suitable to fix
A Argentina/68 0.34 0.50 the antigens of the sera used to prepare it, but less
A Alegrete-Br/76 0.34 0.69 unsuitable to identify other antigens.

The polyvalent hyperimmune serum yields
lower r values than the serum mixture for the

hyperimmune sera (Table 1) reveals that the for-
mer are highly specific and yield near-zero values
for most of the antigens. The only exception was
the antigen utilized to produce the serum, whose
value is obviously 7. On the other hand, the

antigens used in the production thereof. However, -
it possesses a greater CF capacity than that serum -
mixture with respect to the antigens not used in
its preparation. This is because the hyperimmuni-
zation of guinea pigs with a mixture of antigens
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would induce more heterogenerous populations
of antibodies with greater ability to recognize
new antigenic determinants. On the other hand,
hyperimmunization with the same antigen as used
for the infection -as in the preparation of the
monovalent sera- results in high-specificity sera
whose mixture maintains that characteristic.

The results obtained demonstrate that the
polyvalent serum is more effective than the sera
mixture for use in the diagnostic laboratories.
This is especially true in laboratories located in
areas where FMD is endemic and systematic vac-
cination of the susceptible population creates
ideal conditions for the emergence of new sub-
types or variants (2, 3). This fact is most evident
for the type A virus (4).

This broader antigenic spectrum of the poly-
valent serum reduces the number of negative re-
sults based on the direct analysis of the field sam-
ples by complement fixation. Consequently, there
is a reduction of field materials that have to be
passaged in suckling mice or cell cultures to
increase the concentration of antigens. On the
other hand, the CFTs, of the polyvalent serum
was twice as high as the titer of the serum mix-
ture, which also means greater yield.

Sera prepared in this manner are being exten-
sively used with great efficiency in most of the
vesicular disease diagnostic laboratories in South
America.
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VARIABILIDAD ANTIGENICA E INMUNOGENICA DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA'

A. Alonso Ferndndez?, M.S. Séndahl®, F.J. Rosenberg®, V.M. Astudillo®

RESUMEN

La elevada contagiosidad de |a fiebre aftosa y la
alta plasticidad del virus son factores que inciden
negativamente en el control de la enfermedad. Por
esa razon, los paises libres imponen severas barre-
ras a la importacion de productos de origen animal
procedentes de los paises afectados por la fiebre
aftosa, agravando los problemas socioecondémicos
de estos Gltimos y obligandolos a adoptar enérgicas
medidas para controlar y posteriormente erradicar
la enfermedad. Para que dichas medidas sean efica-
ces deben surgir del convencimiento de todos
aquellos que, de una u otra forma, se dedican al
combate de la enfermedad.

Los programas de control deben estar integra-
dos por los ganaderos, los servicios de campo y los
laboratorios de diagnéstico, produccion y control,
manteniendo entre ellos una activa y continua in-
formacién referente a las caracteristicas de los
virus actuantes en el campo, comportamiento de
las vacunas y situacion de campo. Ademés, el pro-
grama debera hacer lo posible para implantar nue-
vas técnicas que estudian las caracteristicas antigé-
nicas e inmunogénicas del virus y las modificacio-
nes de su acido nucleico para su mejor identifica-
cion, que permitan acelerar el proceso de erradi-
cacion de la enfermedad.

INTRODUCCION

La fiebre aftosa es una de las enfermedades mas
importantes de los animales por su impacto econd-
mico y es causada por un virus aislado por primera
vez en 1897. Desde entonces han sido identifica-

Yeste trabajo fue publicado previamente en el Simp.
Estructura y Replicacién Viral. 1er Congr. Argentino
Virol.: 15-22, 1983. Reproduccion autorizada.

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

dos 7 tipos con propiedades antigénicas e inmu-
nogénicas diferentes, denominados O Vallée, A
Vallée, C Waldmann, SAT 1, SAT 2 y SAT 3 vy
ASIA 1. Las diferencias inmunolodgicas entre ellos
son de tal magnitud que animales convalecientes

“de un tipo no estan protegidos para otro.

Dentro de cada tipo han sido reconocidos gru-
pos de virus o subtipos que, aun perteneciendo al
mismo tipo, no son capaces de conferir una sélida
inmunidad frente a otros subtipos del mismo tipo.

Los virus que integran los subtipos son denomi-
nados cepas. Normalmente se designan indicando
el tipo y subtipo a que pertencen y el lugar, pais
y afio de aislamiento.

Los paises libres de la enfermedad, América del
Norte y Central, Panamé, paises del Caribe, Chile,
Australia, Nueva Zelandia, Jap6n, Gran Bretafa
e Irlanda, para mantenerse indemnes adoptan seve-
ras medidas restrictas a la importacién de produc-
tos de origen animal procedentes de los paises in-
fectados.

Los paises afectados de forma esporadica, como
es el caso de Europa Occidental, de igual forma
restringen las importaciones.

El presente trabajo trata de la clasificacion an-
tigénica e inmunogénica del virus de la fiebre af-
tosa orientada a apoyar los programas de control
de la enfermedad y considera las medidas que de-
ben ser adoptadas para reducir el impacto econd-
mico que ocasiona.

ESTRUCTURA DEL VIRUS

El virus de la fiebre aftosa pertenece a los ente-
rovirus y estd clasificado dentro de la familia Picor-
naviridae. En suspensiones virulentas, ademas del
virus completo o viridn, con un coeficiente de se-
dimentacién (s} de 140S, han sido encontradas
otras tres particulas: a) la cdpside viral vacia, asi
lfamada por no poseer acido ribonucleico (ARN)
por lo que no es infecciosa, pero tiene propiedades
inmunogénicas semejantes a la particula 140S;
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b) las subunidades de la capside con 12S, y c) la
polimerasa viral, que constituye el antigeno aso-
ciado a la infeccion viral (VIA) tiene una tasa de
sedimentacion de 4.5. El virion posee un Gnico
filamento de ARN cubierto por una capa proteica
con 12 capsdmeros, que forman una capside
icosaédrica simétrica con un didmetro de 25 nm.

La capside esta constituida por unidades de cua-
tro polipéptidos estructurales, VP1, VP2, VP3 vy
VP4. De ias cuatro proteinas, la més importante
es la VP1. Esta situada en la parte externa de los
vértices del icosaedro, segun ha sido demostrado
tratando el virus con tripsina y cornparando la
capacidad de unién de la IgM antes y después del
tratamiento. Las propiedades antigénicas e inmu-
nizantes del virus estan {ntimamente ligadas a la
integridad y secuencia de los amincacidos de los
determinantes antigénicos ‘superficiales de esta
proteina.

VARIABILIDAD DEL VIRUS

La capacidad de variacion del virus de la fiebre
aftosa se debe a su alta tasa de rnutacion (9), asu
recombinacion genética y a la presion selectiva
ejercida en el campo por la repiicacion del virus en
animales con niveles inadecuados de anticuerpos
neutralizantes, lo que origina poblaciones virales
distintas a las que iniciaron la infeccion (4). Estos
procesos ocasionan cambios en la secuencia de los
nucleétidos del ARN viral, que serian transmitidos
a las proteinas de la capside, modificando ia se-
cuencia de los aminoacidos y cambiando, entre
otros aspectos, las propiedades antigénicas e inmu-
nogénicas de los determinantes antigénicos del
virus. '

En un principio, los estudios de la variabilidad
recayeron en la antigenicidad del virus por fijacion
del complemento (70}, es decir, se analizd la capa-
cidad de unidn de los determinantes antigénicos
de la superficie de la capside a los anticuerpos. Pos-
teriormente fue comparada la inmunogenicidad,
midiendo la capacidad de inducir anticuerpos por
pruebas de seroproteccion o seroneutralizaciéon
en el suero de los animales inoculados (3).

El empleo de las técnicas de ELISA (7) y de los
anticuerpos monoclonales (8), junto con la implan-
tacidn de las técnicas bioquimicas modernas, como

los mapas T1 del ARN gendmico viral (6) y el
electroenfocado de las proteinas de la capside
(7) permitieron realizar estudios maés precisos del
virus y de toda su problematica.

El uso de las nuevas técnicas de biotecnoiogfa,
como el clonado y secuenciamiento del ARN viral
{5) v la sintesis de pequefios péptidos con relevan-
cia inmunologica (2), en combinacién con las téc-
nicas convencionales de diagnostico, unido a un
conocimiento mas preciso de los mecanismos ba-
sicos de variabilidad viral, podran ayudar a prede-
cir las propiedades bioldgicas de los virus que iran
a aparecer en el campo, permitiendo que los pro-
gramas de control de la enfermedad se anticipen a
los hechos.

CLASIFICACION DEL VIRUS

La gran variabilidad del virus hace que conti-
nuamente surjan nuevas cepas que deben ser clasi-
ficadas de acuerdo con normas preestablecidas
para evitar confusion. Los actuales criterios de
clasificacion surgieron de la necesidad de apoyar
a los programas de control de la enfermedad. Por
tanto, el conocimiento de las caracteristicas anti-
génicas e inmunogénicas de las cepas vacunales y
las de campo, y la importancia de estas Gltimas,
hasta el momento han sido los elementos funda-
mentales para catalogar las nuevas cepas.

Las primeras normas de clasificaciéon fueron es-
tablecidas por el Laboratorio Mundial de Referen-
cia (LMR) en el Simposio Internacional sobre Va-
riantes e Inmunidad, realizado en Lyon, en 1967.
Consisten en la titulacidon por fijacion del comple-
mento 50% (FCs,) de los sueros hiperinmunes
frente a los antigenos homodlogo y heterdlogo. A
partir de los titulos fijadores de complementoc 50%
(TFCso) se establecen las relaciones (r} y paren-
tescos (R) serologicos o antigénicos (Cuadro 1),
segln el siguiente procedimiento:

TFCs, frente a antigenos heterélogo
TFCs¢ frente a antigeno homdlogo

R= 100 Vr xn

Relacion correspondiente al suero hiper-
inmune
r, = Relacidon correspondiente al antigeno

=
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Limite de valores:

R=rxrp, R= 100Vr xr
1. Tipos

< 0,01 < 10%
2. Subtipos muy diferentes > 0,01 a 0,1 > 10 a 32%
3. Subtipos diferentes >01a05 > 32 a 70%
4. Cepas > 05 a1 > 70%

CUADRO 1. Relaciones seroldgicas (ry y ra) de las cepas de virus de fiebre aftosa del tipo A
mds representativas del Cono Sur

Sueros hiperinmunes (rq)

Antigenos
{ry) Aj4 Cruz, A4 Arg. A Venc. A Arg/79 A Br/79
A4 Cruzeiro-Br/55 1.00 0.52 0.08 0.45 0.32
A, 4 Argentina/68 0.50 1.00 0.24 0.56 0.61
A Venceslau-Br/76 0.22 0.30 1.00 0.60 0.37
A Argentina/79 0.23 0.42 0.30 1.00 0.95
A Brasil/79 0.24 0.30 0.44 0.93 1.00

En otro Simposio Internacional sobre Fiebre
Aftosa realizado en Lyon, en 1976, se propuso no
tener en cuenta los parentescos y considerar unica-
mente las relaciones. Ademas, se propuso que la
designacién de un virus como un nuevo subtipo
solo recaeria en las cepas con importancia epide-
miolbgica y después de comprobar que existian
diferencias inmunologicas con las cepas usadas
en la produccion de la vacuna. Estas recomenda-
ciones no estan siendo aplicadas, ya que ciertos
pafses consideran cualquier nueva cepa como un
nuevo subtipo. :

ESTUDIO DE ANTIGENICIDAD
E INMUNOGENICIDAD

Con base en las recomendaciones del LMR fue-
ron calculadas las relaciones r y R por FCso de
las cepas del tipo A representativas de las mues-
tras de campo de! Cono Sur de América del Sur,
aisladas a partir de 1960 (Cuadro 1). También fue
establecida 1a cobertura inmunolégica por seroneu-
tralizacion en sueros de bovinos vacunados y reva-
cunados con vacunas de hidroxido de aluminio-sa-
poninadas, colectados a los 30 dias posvacunacién

(DPV) y a los 30 y 90 dias después de la revacuna-
ciéon (DPR) (Cuadro 2).

El analisis de los datos del Cuadro 1 indica
que todas las cepas estudiadas, a excepcion del
A Arg/79 y A Br/79, debieran ser clasificadas den-
tro de subtipos diferentes o muy diferentes. Den-
tro de una misma cepa también se aprecia que las
relaciones correspondientes al suero {r,} son, en
muchos casos, bastante diferentes a las proporcio-
nadas por el antigeno (r;).

En pruebas de este tipo es muy comun observar
que un antigeno puede tener relaciones muy altas
para una cepa y muy bajas para otra, pertenecien-
do ambas al mismo subtipo. También se aprecia
con frecuencia que un mismo antigeno proporcio-
na relaciones altas y semejantes con cepas de dife-
rentes subtipos.

El numero de cepas incluidas en un subtipo
depende de la antigenicidad de la cepa de refe-
rencia para ese subtipo. Cuanto mayor amplitud
antigénica mayor namero de muestras tendran
relacion seroldgica y por tanto serdn incluidas
en ese subtipo. La cepa A Arg/79 tiene un amplio
espectro, por lo que presenta relaciones antigéni-
cas con muestras que no tienen ninguna conexion
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CUADRQO 2. T/tulos médios de seroneutralizacién para virus de la fiebre aftosa tipo A
obtenidos con sueros de bovinos a Jos 30 DPV y 30 y 90 DPR

Sueros de bovinos revacunados

A, 4 Cruz. A Arg/68 A Venc. A Arg/79 A Br/79

DPV DPR DPV DPR DPV DPR bPV DPR DPV DPR
Virus 30 30 90 30 30 90 30 30 90 30 30 90 30 30 90
A4 Cruzeiro 27 314 33 23 30 30 <14 23 23 <10 23 20 <14 21 19
A, 4 Argentina/68 24 36 29 30 33 32 <14 25 20 1.8 22 22 <15 24 22
A Venceslau <16 24 28 22 24 27 30 35 33 24 26 26 23 29 26
A Argentina/79 <15 29 24 20 24 25 21 26 26 23 30 26 22 31 28
A Brasil/79 <15 29 24 20 24 24 23 26 25 24 29 27 22 28 27
DPV = Dias después de la vacunacién.

i

DPR Dyias después de la revacunacion.

epidemiolégica. Todos estos aspectos demuestran
la complejidad de la variabilidad del virus y ia difi-
cultad de clasificario s6lo con base en las pruebas
antigénicas.

Las pruebas inmunolégicas del Cuadro 2 mues-
tran que las cinco cepas estudiadas corresponden a
dos grupos inmunologicos diferentes. Uno estaria
integrado por las dos primeras vy el otro por las tres
Gltimas. Vacunas formuladas con una cepa de cada
grupo proporcionarian una cobertura inmunolégi-
ca amplia porque ambas cepas se complementan.

Los valores de la seroneutralizacién obtenidos
con los sueros de los bovinos revacunados indican
que las revacunaciones disminuyen las diferencias
entre las cepas. Estas observaciones también deben
ser consideradas para la clasificacion de nuevos
subtipos.

ANTIGENICIDAD E INMUNOGENICIDAD
DE LAS CEPAS EN EL CAMPO

La caracterizacion antigénica de los virus de
campo efectuada por los laboratorios nacionales
de América del Sur y por el Centro Panamericano
de Fiebre Aftosa (CPFA) ha mostrado que la per-
sistencia de las cepas en el campo varia de unas a
otras. Los estudios de laboratorio y de campo
han demostrado quie una misma cepa no ocasiona
mas de una onda epidémica en la misma area.

En la caracterizacion sistematica de las muestras

de una region, durante los perfodos epidémicos e
interepidémicos, se observa que las cepas constan-
temente modifican sus propiedades biolégicas. A
veces, una cepa de campo deja de pertenecer a un
subtipo de forma gradual. Sin embargo, en otras
ocasiones aparecen marcadas diferencias antigéni-
cas de forma brusca.

La velocidad y el area de difusién de una cepa
estan (ntimamente ligadas al movimiento de anima-
les y a las caracteristicas fisicas de la region. En el
Cono Sur normalmente las cepas afectan a grandes
extensiones. Por el contrario, en paises con barre-
ras naturales importantes y con muchas regiones
independientes, como es el caso de Colombia,
Ecuador y Perd, una determinada cepa afecta a
una pequefia extensidn bien delineada. En estas
condiciones es frecuente la identificacién de cepas
diferentes en las distintas regiones de un pais en el
mismo perfodo. Por el contrario, en el Cono Sur es
habitual 1a predominancia de una sola cepa en una
extensa area, muchas veces mas alla de los Iimites
de un pais.

La constante mutacién de las propiedades
biolégicas de los virus en el campo y la facilidad
para mantener la estabilidad, antigenicidad e in-
munogenicidad en el laboratorio, permiten dife-
renciar cuando un foco o un brote son consecuen-
cia del virus de campo o han sido debidos a un
escape de virus de los laboratorios de diagnds-
tico, control, produccién o investigacion. En
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estas circunstancias, los mapas T1 del ARN viral
(6) aportan gran apoyo.

Las cepas identificadas dentro de una misma epi-
demia presentan diferencias antigénicas de pequefia
magnitud. Los virus muestran en los periodos in-
terepidémicos diferencias mayores que en ocasio-
nes pueden alcanzar el rango de subtipos. Este fe-
némeno es consecuencia de que los periodos inter-
epidémicos son de mayor duracion y existirén bro-
tes independientes originados por cepas diferentes.

En muestras procedentes de areas donde los bo-
vinos son vacunados sistematicamente con vacunas
de aceptable calidad, y por tanto con anticuerpos
especificos a las cepas vacunales, se ha observado
que el virus tiende a alejarse antigénica e inmuno-
génicamente de la cepa utilizada en la produccion,
debido a la continua seleccion ejercida por los an-
ticuerpos de los bovinos. Las ondas epidémicas
producidas por cepas con caracteristicas antigéni-
cas e inmunogénicas similares a las usadas en las
vacunas son una clara demostracion de que la va-
cuna es de baja calidad inmunogénica o esta siendo
inadecuadamente manejada o existen poblaciones
susceptibles.

VARIABILIDAD DEL VIRUS DEL TIPO A
EN EL CONO SUR

Un analisis del comportamiento en el campo de
tas cepas del tipo A, con base en los estudios anti-
génicos e inmunogénicos realizados con muestras
del Cono Sur, demuestra que la variacion del virus
de la fiebre aftosa en un principio estuvo muy liga-
da al desarrollo de los métodos de produccion de
las vacunas.

£l primer subtipo identificado fue el A3 San-
tos-Br/60 (3). El aparecimiento de este virus se
debié a la produccién de antigeno por el método
de Waldmann para la elaboracion de vacunas en el
matadero de Santos, Brasil. Posteriormente, y tam-
bién debido a la produccién de vacuna del tipo
Waldmann, fueron diagnosticados los subtipos
A,s Belém-Br/59 y A;,; Guarulhos-Br/59. Los
tres subtipos no tuvieron difusion en el campo,
pero por tratarse de muestras con gran especifi-
cidad antigénica e inmunogénica inducian una
inmunidad de limitada amplitud, originando una
escasa proteccion.

En Argentina, la produccién de vacunas por el
método de Waldmann también dio lugar al apare-
cimiento del A;o Suipacha-Arg/62. Al igual que
las tres anteriores, tenfa una alta especificidad an-
tigénica e inmunogénica y tampoco causé una on-
da epidémica. Otra caracteristica com(n a estos
subtipos es la de poseer gran capacidad de replica-
cidn y tener poca estabilidad.

En un trabajo retrospectivo realizado en el
CPFA, en un foco de campo en la provincia de
Cérdoba, Argentina, en 1961, se identificé un
virus similar al A;, Kemron., También se compro-
b6 que un laboratorio productor de vacunas en
Argentina utilizaba esta cepa en la produccion.
Este virus es usado en Holanda para la eiaboracién
de vacunas. En el mismo estudio fue identificado
el A, s Argentina/59. Esta cepa también era utili-
zada por algunos laboratorios en la produccidn
de vacunas y su aislamiento en el campo tuvo lu-
gar de forma esporadica entre los afios de 1959
a 1967. Sin embargo, las cepas que predominaron
en el campo en el Cono Sur desde 1960 hasta
1975 pertenecian al subtipo A, 4.

A finales de 1975 y durante todo el afio de
1976 el estado de Rio Grande do Sul, Brasil,
padecié una onda epidémica causada por la cepa
A Bagé-Br/76 encuadrada dentro del grupo for-
mado por los virus A Venceslau-Br/76, A Arg/79
y A Br/79. Esta cepa también caus6 una onda epi-
démica a finales de 1976 y primeros meses de
1977 en Uruguay, y de agosto a noviembre de
1977 en Argentina. En ese periodo en Sdo Paulo
y Paran4, Brasil, afectaba el A Venceslau.

A partir de julio de 1980 hasta agosto de 1981
en Argentina fue detectada otra onda epidémica
ocasionada por la cepa A Arg/79, como conse-
cuencia de la modificacién en el campo del A Ba-
gé-Br/76. Cepas similares a la Argentina/79 tam-
bién fueron identificadas en Brasil y Uruguay.

CONCLUSIONES

Los paises afectados por la fiebre aftosa necesi-
tan erradicar esa enfermedad para librarse de las
pérdidas econémicas que ocasiona. Esto presupo-
ne adoptar una serie de medidas que han de surgir
del convencimiento de ios gobiernos, de los gana-
deros y de todos aquellos que de alguna manera
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estén relacionados con la actividad agropecua-
ria.

Los programas de control y erradicacion de ta
enfermedad han de conseguir una estrecha union
entre los ganaderos, la vigilancia epidemiol6-
gica y los laboratorios de diagnostico, produc-
cion y control de vacunas.

En lo que se refiere al agente causal, el progra-
ma continuamente debera estar informado sobre el
comportamiento del virus en el campo y conocer
la cobertura antigénica e inmunogénica de las ce-
pas vacunales frente a las predominantes en el
campo para adoptar las medidas oportunas en caso
necesario.

En los paises del Cono Sur, donde la fiebre af-
tosa es endémica, la tecnologia moderna, que ana-
liza nuevos aspectos del virus, debe colaborar con
la estructura existente para acelerar el proceso de
control y posterior erradicacion de la enferme-
dad.
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ANTIGENIC AND IMMUNOGENIC VARIABILITY OF THE
FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS'

A. Alonso Fernandez®, M.S. Séndahl®, F.J. Rosenberg®, V.M. Astudillo*

SUMMARY

The high contagiousness of foot-and-mouth
disease (FMD) and the great variability of the
virus are factors that negatively affect the control
of the disease. The disease-free countries therefore
impose severe restrictions on the importation of
animal products from countries affected by FMD.
This situation thus aggravates the socio-economic
problems of the affected countries and compels
them to adopt strong measures to control and
then eradicate the disease. In order for those
measures to be effective, they must originate from
the united determination of all those who, in one
way or another, are dedicated to control the
disease.

The control programs must unite the efforts of
the livestock producers, the veterinary field serv-
ices and the diagnosis, production and control lab-
oratories, and must likewise maintain among them
an active, continuous information regarding the
characteristics of the viruses active in the field, the
performance of the vaccines and the epidemiolo-
gic field situation. Additionally, FMD-control pro-
grams must put forth every effort to implement
new techniques to study the antigenic and im-
munogenic characteristics of the virus and the
changes in its nucleic acid for its better identifica-
tion. Thus will the process of eradicating the dis-
ease be accelerated.

INTRODUCTION

Foot-and-mouth disease (FMD), one of the

Y This paper was previously published in the Simp.
Estructura y Replicacién Viral. ter. Congr. Argentino
Virol.: 15-22, 1983. Reproduction authorized.

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

most important animal diseases because of its
economic impact, is caused by a virus first isolated
in 1897. Since then seven types with different
antigenic and immunogenic properties have been
identified and named: O Vallee, A Vallee, C Wald-
mann, SAT 1, SAT 2 and SAT 3, and ASIA 1.
Their immunological differences are of such mag-
nitude that animals recovering from one type are
not protected against any other type.

Whithin each type virus groups or subtypes
have been recognized which, although belonging
to the same type, are not capable of conferring a
solid immunity against other subtypes of the
same type.

The viruses composing the subtypes are known
as strains. They are usually designated by indicat-
ing the type and subtype to which they belong,
and the place, country and year in which they
were first isolated.

In order to remain free from the disease, the
disease-free countries --North and Central America,
Panama, the Caribbean countries, Chile, Australia,
New Zealand, Japan, Great Britain and Ireland--
adopt severe restrictions on the importation of
animal products from the infected countries.

The countries that are sporadically affected,
such as Western Europe, also restrict imports.

This paper discusses the antigenic and immuno-
genic classification of FMD virus, intending to sup-
port the disease-control programs. The measures
that should be adopted to reduce the economic
impact of the diseases are also considered.

STRUCTURE OF THE VIRUS

The FMD virus is an enterovirus and is classified
as a member of the Picornaviridae family.

In addition to the virion or complete virus
with a sedimentation coefficient of 140S, three
other particles have been found in suspensions of
virulent virus: (a) the empty viral capsid, so named
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because it is devoid of ribonucleic acid (RNA) and
is therefore not infectious, but has immunogenic
properties similar to the 140S particle; (b) the 12S
subunits of the capsid, and (c) the virus-infection-
associated antigen {(VIA) which is the viral polym-
erase with a sedimentation rate of 4.5. The virion
has a single filament of RNA covered by a protein
envelope of 12 capsomeres that form a symmetric
icosahedric capsid having a diameter of 25nm.

The capsid is constituted of units of four
structural polypeptides --VP1, VP2, VP3 and
VP4, The VP1 is the most important of the four
proteins. It is found on the outer part of the
vertexes of the icosahedron, as has been demons-
trated by treating the virus with trypsin and
comparing the binding capacity of the I1gM before
and after the treatment. The ‘antigenic and im-
munizing properties of the virus are closely linked
to the integrity and sequence of the amino acids of
the surface protein antigenic determinants.

VIRUS VARIABILITY

The FMD virus variation is due to its high rate
of mutation {9), to genetic recombination, and to
the selective pressure exerted in the field by virus
replication in animals having inadequate levels
of neutralizing antibodies. This gives rise to virus
populations different from those that initiated
the infection (4). These processes cause changes
in the sequence of the nucleotides of the virus
RNA, which would be transmitted to the capsid
proteins, thereby modifying the sequence of the
amino acids and, among other aspects, changing
the antigenic and immunogenic properties of the
viral antigenic determinants.

In the beginning, the variability studies relied
on a determination of the viral antigenicity by
complement fixation (70); that is, analysis focused
on the capacity of the capsid surface antigenic
determinants to bind with antibodies. The im-
munogenicity was later compared by measuring
the antibody-inducing capacity by means of
serum protection or serum neutralization tests
in sera of the vaccinated animals (3).

The use of the ELISA {7) and of monoclonal
antibodies (8) techniques, together with the im-
plementation of modern biochemical technigues

such as the T1 maps of the viral genomic RNA (6)
and the electrofocusing of the capsid’s proteins
(7), led to more accurate studies of the virus and
its full complexity.

The use of the new biological techniques such
as the cloning and sequencing of the viral RNA (5)
and the synthesis of small peptides with immuno-
logical relevance (2), in conjunction with the
conventional diagnosis techniques and a more
precise knowledge of the basic mechanism of
virus variability, may enable researchers to predict
the biological properties of the viruses that will
appear in the field. The disease-control programs
may thereby be able to anticipate the facts.

VIRUS CLASSIFICATION

The great variability of the FMD virus contin-
ually produces new strains that must be classified
according to pre-established standards in order
to avoid confusion. The current classification cri-
teria originated from the need to support the
disease-control programs. Therefore, the knowl-
edge of the antigenic and immunogenic charac-
teristics of the vaccine strains and field strains,
and the importance of the latter, have to date
been the fundamental elements for classifying
the new strains.

The first classification standards were estab-
lished in 1967 by the World Reference Laboratory
at the International Symposium on Variants and
Immunity, held in Lyon, France. Accordingly,
the hyperimmune sera are titered by the 50%
complement fixation method (CFs,) against
the homologous and heterologous antigens, Based
on the 50% complement fixation titers (CFTs,),
the serological or antigenic relationships (r) and
parentages (R) are established (Table 1), according
to the following procedure:

CFT5, relative to heterologous antigen
CFTs, relative to homologous antigen

R=100 Vr xr

r; = Relationship corresponding to the hyper-
immune serum

r, = Relationship corresponding to the antigen
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Limit of values:
R=rxr, R= 100Vr xn
1. Types
< 0.01 < 10%
Very different subtypes > 0.01 10 0,1 > 10 to 32%
Different subtypes > 0.1t 05 > 32 to 70%
Strains > 05101 > 70%
TABLE 1. Serological relationships (ry and ry) of the most representative strains of FMD virus
type A in the Southern Cone of South America
Antigens Hyperimmune sera (ry)
{rz) Aj4 Cruz, Ay 4 Arg. A Venc, A Arg/79 A Br/79
Ay4 Cruzeiro-8r/E5 1.00 0.52 0.08 0.45 0.32
A4 Argentina/68 0.50 1.00 0.24 0.56 0.61
A Venceslau-Br/76 0.22 0.30 1.00 0.60 0.37
A Argentina/79 0.23 0.42 0.30 1.00 0.95
A Brasil/79 0.24 0.30 044 0.93 1.00
At the 1976 International Foot-and-Mouth vaccines; the sera were collected at 30 days post-

Disease Symposium held in Lyon, it was proposed
to disregard the parentages and to consider only
the relationships. Moreover, it was added that
a virus would thereafter be designated as a new
subtype only when the strains were epidemiolo-
gically important, and only after it had been
proved that immunological differences did exist
between those strains and the strains used in
producing the vaccine. These recommendations
are not currently being applied, in so far as certain
countries regard any new strain as a new subtype.

STUDY OF ANTIGENICITY AND
IMMUUNOGENICITY

Based on the recomendations of the World Ref-
erence Laboratory the CFso method was utilized
to determine the r and R relationships of the type
A strains representative of the field samples found
in the Southern Cone of South America, and iso-
lated beginning in 1960 (Table 1). The immunolo-
gical coverage was also established by serum neu-
tralization of sera from bovines vaccinated and
revaccinated with saponin-aluminum hydroxide

vaccination (DPV) and at 30 and 90 days post-
revaccination (DPR) (Table 2).

Analysis of the data in Table 1 indicates that
all the strains studied, excepting A Arg/79 and
A Br/79, should be classified as a different or
very different subtypes. It is also observed that
within a single strain the relationships correspnd-
ing to the serum (rl) are, in many cases, quite
different from those provided by the antigen
(r2).

In tests of this type, it is commonly observed
that an antigen may have very high relationships
with one strain and very low relationships with
another, although both strains belong to the same
subtype. It is also frequently observed that an
antigen shows high and similar relationships with
strains of different subtypes.

The number of strains included in a given
subtype depends on the antigenicity of the ref-
erence strain for that subtype. The greater the
antigenic spectrum, the larger the number of
samples that will have serological relationships
and will therefore be included in that subtype.
The A Arg/79 strain has a broad spectrum and
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TA BLE 2. Mean serum neutralization titers for FMD virus type A obtained with bovine sera at
30 DPV and 90 DPR

Sera irom revaccinated cattle

A,4 Cruz. A Arg/68 A Venc. A Arg/79 A Br/79
DPV DPR DPV DPR DPV DPR DPV DPR DPV DPR

Virus 36 30 90 30 30 90 30 30 90 30 30 90 30 30 90
A;;; Cruzeiro 27 31 33 23 30 30 <14 23 23 <10 23 20 <14 21 19
Aj4 Argentina/68 24 36 29 30 33 32 <14 25 20 18 22 22 <15 24 22
A Venceslau <16 24 28 22 24 27 30 35 33 24 26 26 23 29 26
A Argentina/79 <15 29 24 20 24 25 21 26 26 23 3.0 26 22 31 28
A Brasil/79 <15 29 24 20 24 24 23 26 25 24 29 27 22 28 27
DPV = Days post vaccination.

DPR = Days post revaccination.

therefore presents antigenic relationships with
samples not having any epidemiological connec-
tion. All these aspects demonstrate the complexity
of the variability of the virus and the difficulty of
classifying it based only on angigenicity tests.

The immunological tests in Table 2 show that
the five strains studied correspond to two different
immunological groups. One group would comprise
the first two strains and the second would include
the last three. Vaccines formulated with a strain
fram each group would provide a broad immuno-
logical coverage because both strains are com-
plementary.

The serum neutralization values obtained with
the sera from the revaccinated cattle indicated
that the revaccinations diminish the differences
among the strains. These observations must also
be taken into account for the classification of new
subtypes.

ANTIGENICITY AND IMMUNOGENICITY
OF THE FIELD STRAINS

The ant'igenic characterization of the field
viruses conducted by the national laboratories
in South America and by the Pan American
Foot-and-Mouth Disease Center (PAFMDC), have
shown that the persistence of the strains in the
field varies from one strain to another. Laboratory
and field studies have demonstrated that a given

strain causes no more than one epidemic in the
same area.

In the systematic characterization of the
samples collected in a single region during the
epidemic and inter-epidemic periods, it has been
observed that the strains constantly modify their
biological properties. Sometimes a virus gradually
ceases to belong to a subtype. However, on other
occasions striking antigenic differences appear
suddenly.

A strain’s speed and the size of the area over
which it spreads are closely linked to the move-
ment of animals and to the regions's physical
features. In the Southern Cone of South America,
the strains affect extensive areas. Conversely, in
countries having important natural barriers and
many independent regions, such as in Colombia,
Ecuador and Peru, a given strain affects a small,
well-defined area. Under these conditions different
strains are frequently identified in the country’s
different regions over the same time period. On
the other hand, in the Southern Cone a single
strain is habitually predominant in an extensive
area which often extends beyond a country’s
borders.

The constant mutation of the biological prop-
erties of the viruses in the field and the facility for
maintaining the stability, antigenicity and immu-
nogenicity in the laboratory enable one to dis-
tinguish whether a focus or an outbreak is the
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consequency of a new field virus or escape of virus
from the diagnosis, control, production or research
laboratories. |n such circumstances, the Viral RNA
T, maps (6) are highly useful.

The strains identified within the same epidemic
present small antigenic differences. During the
inter-epidemic periods, greater differences are
detected in viruses and new subtypes may be
found. This phenomenon is due to the fact that
the inter-epidemic periods are longer lasting and
independent outbreaks originated by different
strains will exist.

in samples collected in areas where the cattle
are systematically vaccinated with vaccines of an
acceptable quality, and therefore with antibodies
specific to the vaccine strains, it has been observed
that the virus tends to deviate antigenically and
immunogenically from the strain utilized in the
production. This is due to the continuous selection
by the cattles’ antibodies. The epidemic waves
produced by strains having antigenic and immuno-
genic characteristics similar to those used in the
vaccines clearly indicate that the vaccine is either
of low immunogenic quality or is being inadequaly
handied or there are susceptible populations.

VARIABILITY OF VIRUS TYPE A
IN THE SOUTHERN CONE

An analysis of the behavior of the virus type A
strains in the field, based on the antigenic and
immunogenic studies conducted with samples
collected in the Southern Cone, demonstrates that
the variation of FMD virus was formerly closely
linked to the development of the vaccine produc-
tion methods.

The A, ; Santos-Br/60 (3) was the first subtype
identified. The virus’ appearance was due to the
production of antigen by the Waldmann method
for vaccine preparation at the slaughterhouse in
Santos, Brazil. Later, and also due to the produc-
tion of Waldmann type vaccine, diagnosis revealed
the subtypes A,¢ Belém-Br/69 and A,, Guaru-
ihos-Br/59 subtypes. The three subtypes did not
spread in the field, but because they were samples
with great antigenic and immunogenic specificity
they induced an immunity of limited coverage
and yielded only slight protection.

In Argentina, the production of vaccines by
the Waldmann method also led to the appearance
of the A, Suipacha-Arg/62 subtype. Like the
other three subtypes, it possessed high antigenic
and immunogenic specificity and likewise did
not cause an epidemic. Another common charac-
teristic of these subtypes is that they possess great
replication capability and slight stability.

in a retrospective study conducted at the
PAFMDC, involving an FMD focus in the province
of Cordoba, Argentina, in 1961, an FMD virus
similar to A10 Kemron was identified. it was also
proven that a vaccine-production laboratory in Ar-
gentina was utilizing that strain to produce vaccine.
The virus is used in Netherland for vaccine prepa-
ration. The same study identified the A, 5 Argenti-
na/59 strain, which is also utilized by some vac-
cine-producing laboratories. The strain was sporad-
ically isotated in the field during the 1959-1967
period. Nevertheless, the strains which predomi-
nated in the field in the Scuthern Cone from 1960
to 1975 belonged to the virus subtype Az 4.

At the end of 1975 and during 1976, Brazil's
southernmost state of Rio Grande do Sul suffered
from an epidemic caused by the A Bagé-Br/76
strain belonging to the group comprising the A
Venceslau-Br/76, A Arg/79 and A Br/79 viruses.
That strain also caused an epidemic in late 1976
and early 1977 in Uruguay, and from August
to November 1977, in Argentina. The Venceslau
A type affected Sdc Paulo and Parani, Brazil,
during that same period.

Another epidemic wave caused by the A Arg/79
strain was detected in Argentina from July 1980
to August 1981, as a consequence of the modifica-
tion of the A Bagé-Br/76 type in the field. Strains
similar to the Argentina/79 were also identified in
Brazil and Uruguay.

CONCLUSIONS

The countries affected by FMD must eradicate
the disease in order to prevent economic losses.
Therefore they must adopt a series of measures
originating in the common determination of
the governments, the livestock producers and
all those who in some way or another are involved
in the agricultural and livestock-raising activity.
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The FMD control and eradication programs
must forge a close bond of interaction among the
livestock producers, epidemiological surveillance
and the diagnosis, production and vaccine-controf
laboratories.

With regard to the causative agent, the pro-
grams must be continually informed of the virus
behavior in the field, and be familiar with the
antigenic and immunogenic coverage of the vac-
cine strains for protection against the dominant
field strains, in order to adopt timely measures
when required.

In the countries of the Southern Cone where
FMD is endemic, modern technology, which
analyzes the virus’ new aspects must collaborate
with the existing structure to accelerate the
control process and subsequent eradication of
the disease. ’
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LA VARIACION DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA Y SU INFLUENCIA
EN LA ELECCION DE LAS CEPAS DE PRODUCCION DE VACUNAS EN ARGENTINA!

L.A.E. Durini®, G. Ferndndez®, G. Mazzuca®, A. Alonso Ferndndez®

RESUMEN

El éxito en el control de la fiebre aftosa depen-
de, en parte, de la calidad de la vacuna usada por
los programas. La eficacia de las vacunas esté
intimamente ligada a la cantidad y calidad del
antigeno y a la relacion entre las cepas de pro-
duccion y de campo.

Las cepas usadas en ia produccién de las vacu-
nas, ademas de estar relacionadas con las de
campo, deben tener un espectro antigénico am-
plio, ser estables, tener una buena capacidad de
replicacion y ser inmunogénicamente dominan-
tes.

INTRODUCCION

Los pafses afectados por la fiebre aftosa basan
los programas de control de la enfermedad en una
adecuada inmunizacién de la poblacion suscepti-
ble, apoyada por una eficaz vigilancia epidemiols-
gica, acompaiiada de una detallada caracterizacion
antigénica del agente etiologico y seguida de un
buen control de focos.

La capacidad inmunogénica de las vacunas fren-
te a las cepas de campo depende de la cantidad y
calidad del antigeno y de la relacion entre la cepa
usada en ia produccion de la vacuna y las de cam-
po. Por otro lado, el virus de la fiebre aftosa po-
see una alta capacidad para continuamente modifi-

1Este trabajo fue publicado previamente en el Simp.
Estructura y Replicacion Viral. 1er. Congr. Argentino
Virol.: 23-30, 1983. Reproduccion autorizada.

2Gervicio de Laboratorios (SELAB) del Servicio Nacio-
nal de Sanidad Animal, Chorroarin 134, Buenos Aires,
Argentina.

3Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS),
Caixa Postal 582, 20001 Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

car sus propiedades bioldgicas en condiciones de
laboratorio y de campo (3,4, 6,8y 9).

Esta caracteristica del virus unido a la necesidad
de disponer de vacunas de alta calidad, obliga a
los responsables por el diagndstico, control y pro-
duccion de la vacuna antiaftosa a establecer con-
tinuamente las relaciones antigénicas e inmuno-
génicas entre las cepas de campo y las usadas en
la produccién de la vacuna.

El presente trabajo describe los criterios que
han sido utilizados para la eleccidn de las cepas
usadas en distintas épocas en la Argentina en la
producciébn de la vacuna antiaftosa. A la vez,
muestra el espectro antigénico de las diferentes
cepas del tipo A usadas en la produccién desde
1960 a 1983.

MATERIALES Y METODOS

Virus

Fueron estudiadas las cepas de virus dde la fie-
bre aftosa A, Argentina/61 (7), A,; Cruzeiro-
Brasil/55, A,4 (8345) Argentina/68 (2), A, 5 Ar-
gentina/59 (7), A Argentina/79 (2). También se
incluye la cepa A Argentina/81 que fue identifi-
cada durante 1981.

Subtipificacion

Los estudios antigénicos fueron realizados por
fijacion del complemento 50% (FCso) mediante
la prueba de subtipificacion, utilizando 1a siguiente
metodologia: suspensiones viruientas de las dife-
rentes cepas, en la dilucidn que contenia 2,5 uni-
dades fijadoras de complemento 50% (UFCs,),
fueron enfrentadas a 2,5 UFCs, de los sueros
hiperinmunes subtipos, en presencia de 4 unidades
hemoliticas de complemento 50% (UHCs,). Des-
pués de una incubacién de 30' a 379C se agregd
el sistema hemolitico y se continud la incubacion
por otros 30’ a 37°C. El porcentaje de FC5, fue
determinado por lectura en espectrofotémetro.
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Relaciones serolégicas ()

La antigenicidad también fue establecida por las
relaciones r aplicando normas ya establecidas (70),
segin el siguiente procedimiento: los sueros hi-
perinmunes fueron enfrentados por FCsq a
diluciones de antigenos homélogos y heterdlogos
que contenian 2,6 UFCsg, en la presencia de 4
UHCs, y con tiempos de incubacién y hemdlisis
de 30’ a 37°C para cada periodo. A partir del
titulo FCs, fueron calculadas las relaciones r me-
diante la siguiente formula:

Titulos FCso frente al antigeno hete-
rélogo

Titulo FCso frente al antigenc ho-
mélogo

Indice de seroproteccion (ISP)

Los estudios de inmunogenicidad fueron reali-
zados por seroproteccion (5) en sueros de bovinos
vacunados y revacunados.

Dosis protectoras bovino 50% (DPBs,)

Las relaciones inmunogénicas fueron calculadas
mediante las DPBs, (7), segin metodologia del
Servicio de Laboratorios SELAB, asi resumidas:
vacunas hidroxido-saponinadas fueron diluidas
1:3 y 1:9 en el diluyente inerte. Para cada virus de
comprobacion, 5 bovinos de la Patagonia con mas
de 18 meses de edad fueron vacunados con la vacu-
na pura y con cada dilucion. A los 21 dias después
de la vacunacién (DPV) fueron inoculados por via
intradermolingual con 10%Dls, del virus de com-
probacion. Las DPB;, fueron calculadas por el
método de Spearman-Karber a partir de la protec-
cion a la generalizacién podal a tos 7 dias después
de la inocutacion.

RESULTADOS

Determinacion del espectro antigénico

El espectro antigénico que orienta sobre la
cobertura inmunoldgica de las cepas fue hecho
por subtipificacion y por las relaciones r.

El Grafico 1 muestra el espectro antigénico
establecido por subtipificacion de varias muestras
del tipo A recolectadas en 1979, en Argentina
y evidencia que las cepas n? 27439 y 27915

(A Arg/79) son las mas amplias antigénicamente.
El Grafico 2 compara el espectro antigénico de
la cepa A Argentina/79 obtenido por la subtipifi-
cacibn y por las relaciones r. Este Gltimo proce-
dimiento hace méas evidente los determinantes
antigénicos no muy aparentes en la prueba de -
subtipificacion, como es el caso de las reacciones
con los suercs A4, Az g, Az, Y Aqg. Por el con-
trario, marcadas reacciones en la subtipificacién
corresponden a menores valores de r, como mues- .
tran los datos de los sueros A Cagapava, A Bagéy
A Venceslau.

Determinaci6n de la cobertura inmunogénica

La cobertura inmunogénica de las cepas vacu-
nales frente a las de campo fueron establecidas
mediante la técnica de seroproteccién en ratones
lactantes (5) con sueros de bovinos vacunados y
revacunados. Este procedimiento permite, a bajo
costo, conocer la proteccién conferida por las ce-
pas de la vacuna frente a muchas cepas de campo.
La seroproteccion demostrd que sueros de bovinos
colectados a los 30 DPV con A, 4 Cruzeiro, A Bagé
y A Venceslau proporcionaban una aceptable co-
bertura para el A Arg/79 y muy buena a los 30
dfas de revacunados. La cepa A, 4 Arg/68 tuvo un
comportamiento ligeramente inferior.

Las relaciones y la dominancia inmunolégica
fueron establecidas por la DPBsq (7). Los resul-
tados de esta prueba, usando las vacunas y los
virus de comprobacion A Arg/68 y A Arg/79,
estan indicados en el Cuadro 1, donde se apre-
cia que la cepa A Arg/79 predomina con relaciéon
a la Arg/68 por proporcionar un valor r de 0,34,
comparado con el de <0,18 de la vacuna A
Arg/68.

Relaciones serolbgicas de las cepas vacunales

El Cuadro 2 indica las relaciones serolégicas
obtenidas por FCs, de las cepas del tipo A usa-
das en Argentina desde 1960 para la produccién
de la vacuna antiaftosa. Debe mencionarse que el
tipo A es el mds mutable con aparicion de mayor
nimero de variantes.

Dentro del tipo O han sido utilizadas las cepas
O, Campos-Brasil/55 y O, Caseros-Argentina/67
y para el tipo C siempre fue usado el C; Resende-
Brasil/55.
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GRAFICO 1. Espectro antigénico por subtipificacién de cuatro muestras de campo del tipo A recolectadas durante

la onda epidémica de 1979.
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Subtipificacion antigeno A Arg/79
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GRAFICO 2. Espectro antigénico por subtipificacién y por las relaciones seroltgicas de la cepa A Argentina/79.

CUADRO 1. Prueba cruzada de DPB 5 entre las cepas
A Argentina/68 y A Argentina/79

Vac. A4 Arg/68 Vac, A Arg/79
Dilucién de Virus Virus
lavacuna A Arg/68 A Arg/79 A Arg/79 A Arg/68
7 5/5° a/5 5/5 4/5
1/3 5/5 1/5 6/5 2/5
1/9 4/5 1/5 1/5 0/5
Control 0/2 0/2 - -
DPBso »125 22 6.5 2.2
Relacién - 22 _ <0.18 22 0.34
inmulégica >12.5 6.5

?Bovinos protegidos/utilizados.

DISCUSION

La utilizacion en la produccion de cepas esta-
bles, con alta capacidad de replicacion y con buena
cobertura inmunogénica frente a los virus de cam-
po, es de suma importancia para disponer de va-
cunas de buena calidad.

La alta capacidad de mutacién del virus de la
fiebre aftosa en bovinos (3, 6, 7) hace que en las
areas donde la enfermedad tiene presentacién en-
démica y la poblacién susceptible es sometida a
vacunaciones sisteméticas, continuamente surjan
nuevas cepas de virus. La imposibilidad de prede-
cir las caracteristicas de las nuevas mutantes obli-
ga, a los responsables por el diagnéstico, control y
produccion de vacunas, a determinar cuando las
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CUADRO 2. Relaciones serol6gicas de las cepas de virus de la fiebre aftosa del tipo A usadas para el
control y Ia produccién de vacunas en Argentina
Suero hiperinmune {ry )
Antigeno Ajo Asg Azg Ass A A
(ry) Arg/61 Cruz. Arg/68 Arg/59 Arg/79 Arg/81
Ao Argentina/61 1.00 0.28 0.25 0.12 0.05 0.05
Ay4 Cruzeiro-Br/65 0.05 1.00 0.52 0.26 0.45 0.05
A,4 Argentina/68 0.23 0.50 1.00 0.46 0.56 0.05
A, s Argentina/59 0.10 0.28 0.50 1.00 0.12 0.05
A Argentina/79 0.09 0.23 0.42 0.16 1.00 0.05
A Argentina/81 0.05 0.05 0.05 0.05 013 1.00

r; = Relaciones serologicas correspondientes al suero.
r, = Relaciones serol bgicas correspondientes al antigeno.

cepas vacunales no tienen cobertura para las nue-
vas mutantes de campo.

Durante los primeros afios de la década del 60,
algunos laboratorios usaban para la produccion
de la vacuna las cepas O, Campos, A;o Arg/61
y C; Resende. Otros empleaban el A,s Arg/59
o el Ay, Cruzeiro en vez del A;o. En esa época,
la seleccion de las cepas de produccion se hacla
de acuerdo con la capacidad de replicacidn para
producir antigenos por los métodos de Waldmann,
Frenke! y neonato bovino.

La dificultad de realizar las pruebas de potencia
en los controles oficiales, por utilizar tres cepas
dentro de la valencia A y la falta de correlacion de
estos virus con los de campo, a excepcion de la
cepa A, 4 Cruzeiro, hicieron que el laboratorio ofi-
cial de control de calidad de la vacuna antiaftosa
iniciara en 1968, junto con el Centro Panameri-
cano de Fiebre Aftosa (CPFA), una serie de expe-
rimentos destinados a seleccionar cepas adecuadas
para la produccion y el control de vacunas. El pri-
mer estudio recayd en la cepa A,, Arg/68 vy la
seleccion de la misma se hizo con base en: a) que
era representativa de las cepas de campo, b) que
tenia mayor cobertura antigénica que la Ao, Az4
Cruzeiro y A, s (Cuadro 2) y ¢} que replicaba ade-
cuadamente en ratén lactante, cultivos de células
BHK, cobayos y bovinos y se habia adaptado con
facilidad al método de Frenkel. A partir de aqui
todas las vacunas fueron elaboradas con las cepas
0, Caseros, A, 4 Arg/68 y C3 Resende.

En 1976 se detectd en el campo un virus del

tipo A con caracteristicas antigénicas diferentes
al A4 Arg/68. Estas diferencias se hicieron mas
evidentes en 1979. Los estudios antigénicos fueron
confirmados por pruebas de seroproteccion con
sueros de bovinos vacunados con A,,; Arg/68
enfrentando al virus homoélogo y al de campo
(Cuadro 1), lo que motivé un trabajo para la se-
leccién de una cepa adecuada para la produccién
y el control de vacunas.

El experimento tuvo la siguiente secuencia: a)
seleccién por subtipificacion de cuatro cepas de
campo con espectros antigénicos amplios (Grafi-
co 1); b) eleccién de entre las cepas anteriores la
que tenia mejor estabilidad a pH 6,8 y a 390cC.
Fue seleccionada la cepa A Arg/79; c) obtencion
de las relaciones serologicas de la cepa A Arg/79
(Grafico y Cuadro 2); d) estudio de la capacidad
de replicacién en Frenkel, cultivos celulares, co-
bayos y bovinos, y e} determinacion de la domi-
nancia inmunogénica.

Los trabajos de laboratorio demostraron que la
cepa A Arg/79 era adecuada para la produccion y
el control. Los estudios de campo indicaron que
habia predominancia de lacepa A Argentina/79 y,
a la vez, también existian muestras con caracteris-
ticas de A,4. Por ese motivo, se decidio utilizar
en la produccion las dos cepas del tipo A (A,
Arg/68 y A Arg/79) junto con el O, Caseros y
el C3 Resende.

En 1981 fue identificada en el campo otra cepa
del tipo A que presentaba diferencias antigénicas
con las usadas en la produccién y se percibié que
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no se diagnosticaban virus con caracteristicas de
A,,. Estudios de antigenicidad, estabilidad y
replicacion indicaron que la cepa A Arg/81 del
partido de Leando N. Alem era adecuada para la
produccion y el control, por lo que a partir de
1981 las cepas O, Caseros, A Arg/79, A Arg/81y
C; Resende fueron utilizadas en produccion y
control.
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VARIABILITY OF THE FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS AND ITS
INFLUENCE ON THE SELECTION OF STRAINS FOR VACCINE PRODUCTION IN ARGENTINA!'

L.A.E. Durini®, G. Fernandez®, G. Mazzuca?, A. Alonso Fernandez®

SUMMARY

The success of foot-and-mouth disease control
depends partially on the quality of the vaccine
used in the programs. The efficacy of the vaccines
is closely linked to the quantity and quality of
the antigen and to the relationship between the
production and field strains.

In addition to being related to the field strains,
the strains utilized in producing the vaccines
must be stable, have a broad antigenic spectrum
and a good replication capacity, and be immuno-
genically dominant.

INTRODUCTION

The countries affected by foot-and-mouth
disease (FMD) base their disease-control programs
on an adequate immunization of the susceptible
population, supported by an efficacious epide-
miological surveillance accompanied by detailed
antigenic characterization of the etiological agent
and by good control of foci.

The immunogenic capacity of the vaccines in
relation to the field strains depends on the quan-
tity and quality of the antigen and on the rela-
tionship between the field strains and the strains
used in producing the vaccine. On the other hand,
the FMD virus exhibits a high capacity for con-
tinually modifying its biological properties in

Lrhis paper was previously published in the Simp. Es-
tructura y Replicacion Viral. 1er. Congr. Argentina Virol.:
23-30, 1983. Reproduction authorized.

2gervicio de Laboratorios (SELAB). Servicio Nacional
de Sanidad Animal, Chorroarin 134, Buenos Aires,
Argentina. '

3pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/
WHO). Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro, RJ, Bra-
sil.

both laboratory and field conditions (3,4, 6, 8
and 9).

This characteristic of the virus, coupled with
the need to make high-quality vaccines available,
obliges those responsible for FMD vaccine diag-
nosis, control and production to monitor con-
tinually the antigenic and immunogenic relation-
ship between the field strains and those strains
used in producing the vaccine.,

This study describes the criteria that have been
utilized for the selection of the strains employed
at different times for the production of foot-and-
mouth disease vaccine in Argentina. The antigenic
spectrum of the different type A strains used in
vaccine production from 1960 to 1983 are also
shown,

MATERIALS AND METHODS

Virus

The following FMD virus strains were studied:
Ao Argentina/61 (7), A4 Cruzeiro-Brazil/65,
A,. (8345) Argentina/68 (2), A,s Argentina/b9
(1), A Argentina/79 (2). The A Argentina/81
strain, identified in 1981, is also included.

Subtyping

The antigenic studies were conducted by means
of 50% complement fixation (CFs5q), using the
subtyping test according to the following metho-
dology: suspensions of virulent virus of the dif-
ferent strains, in a dilution containing 2.5 50%
complement-fixation units (CFUso) were chal-
lenged by 2.5 CFUs, of the subtype hyperim-
mune sera in the presence of four 50% hemolytic
complement-fixation units (HCFUs,). After incu-
bation for 30 minutes at 37°C the hemoiytic
system was added and incubation continued for
another 30 minutes at 379C. The percentage of
CFs, was determined by spectrophotometric
readings.
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Serological relationships (r)

The antigenicity was also established by the
relationships (r) by applying established standards
(10). The procedure was as foliows: the hyperim-
mune sera were challenged by CF;sq dilutions of
homologous and heterologous antigens containing
2.6 CFUs,, in the presence of four HCFUso and
with incubation and hemolysis times of 30 min-
utes at 37°C for each period. The r relationships
were calculated from the CFs,o titer according
to the following formula:

CFs, titered against the heterologous

r = antigen

antigen

titered against the homologous

Serum protection index (SPl)

The immunogenicity studies were conducted
by means of the serum protection test (5) using
sera from vaccinated and revaccinated cattle.

50% bovine protection dose (BPDs )

The immunogenic relationships were calcu-
lated by means of the BPDso (7) in accordance
with Laboratory Service (SELAB) methodology,
as follows: saponin-hydroxide vaccines were
diluted 1:3 and 1:9 in inert diluent. For each
challenge virus, five bovine cattle from Patagonia,
aged 18 months or older, were vaccinated with the
pure vaccine and with each dilution. At 21 days
post-vaccination {DPV) the cattle were inoculated
intradermolingually with 10* 1Ds, of the test
virus. The Spearman-Karber method was used to
calculate the BPDs, from the protection against
the development of foot lesions at 7 days post
inoculation.

RESULTS

Determination of the antigenic spectrum

The antigenic spectrum that indicates the
immunological coverage of the strains was deter-
mined by subtyping and by the r relationships.

Graph 1 shows the antigenic spectrum estab-
lished by subtyping the various samples of virus
type A collected in Argentina in 1979. It is ob-
served that virus strains 27439 and 27915 (A

Arg/79) are antigenically the broadest. Graph 2
compares the antigen spectrum of the Arg/79
type A virus strain obtained by subtyping and by
the r relationships. Through this latter procedure
the antigenic determinants not very apparent in
the subtyping test are rendered more evident. This
is the case of the reactions with the A4, Az 5,
A;, and A,, sera. Conversely, striking reactions
in the subtyping correspond to lower r values, as
shown by the data relative to the A Cacapava, A
Bagé and A Venceslau sera.

Determination of the immunogenic coverage

The immunogenic coverage of the vaccine
strains when chailenged by field strains were
established by means of the serum protection test
on suckling mice (5) using sera from vaccinated
and revaccinated cattle. This procedure provides
low-cost identification of the protection conferred
by the vaccine strains against many field strains.
The serum protection demonstrated that bovine
sera collected at 30 DPV with A,4 Cruzeiro,
A Bagé and A Venceslau provided acceptable
coverage against the A Argentina/79 virus and
very good coverage at 30 days post-revaccination.
The A;4 Arg/68 strain showed a slightly lower
performance.

The relationships and the immunological
dominance were determined by the BPDsq (7)
test. Table 1 shows the results of this test, using
the vaccines and the challenge viruses A Arg/68
and A Arg/79. It is observed that the A Arg/79
virus strain predominates in relation to the
Arg/68 strain, providing an r value of 0.34 com-
pared to the < 0.18 value of the A Arg/68 vac-
cine.

Serological relationships of the vaccine strains

Table 2 indicates the serological relationships
obtained by CFso of the type A virus strains
used since 1960 for the production of FMD
vaccines in Argentina. It should be mentioned
that type A is the most mutable with a greater
appearance of variances.

The O, Campos-Brazil/565 and the O, Caseros-
Argentina/67 strains have been utilized within
type O, while C; Resende-Brazil/b5 always has
been used for the type C virus vaccine.
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GRAPH 1. Antigenic spectrum by subtyping of four field samples of type A virus collected during the 1979 epidemic.
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Subtyping antigen A Arg/79
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GRAPH 2. Antigenic spectrum by subtyping and by the serological relationships of the A Argentina/79 virus strain.

DISCUSSION
TABLE 1. Crosstesting of BPDso0 between the

A Argentina/68 and the A Argentina/79 strains e . . .
g v The utilization of stable strains having high

Vac. A4 Arg/63 Vac. A Arg/79 replication capacity and good immunogenic

Vaccine Virus Virus coverage against the field viruses is of utmost

dilution A Arg/68 A Arg/79 A Arg/79 A Arg/6g importance in the production of good quality
171 5/57 4/5 5/5 4/5 vaccines. . _ .

3 5/5 15 5/5 2/5 ' The FMD vaccine’s great capac:ty for mutation

1/9 4/5 1/5 1/5 0/5 in cattle (3, 6, .7) leads to the continuous appear-

ance of new virus strains in the areas where the

Control 0/2 0/2 - — disease is endemic and the susceptible popula-

BPDso o125 02 65 02 Tion is‘SL'meitted to sy‘stematic vaccinations. The

i i ) impossibility of predicting the characteristics

Immunotog. _ 22 _ g4g 22 . g3 of the new mutants obliges those responsible for

relationship =125 6.5 the diagnosis, control and production of vaccines

ag . . to determine when the vaccine strains do not
Bovines protected/utilized.
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TABLE 2. Serological relationships of the FMD type A strains used for the control and production of
vaccines in Argentina
Hyperimmune serum ({rq)

Antigen Ao Aza Azg Azs A A

(ra) Arg/61 Cruz. Arg/68 Arg/59 Arg/79 Arg/81
Ao Argentina/61 1.00 0.28 0.25 0.12 0.05 0.05
A,4 Cruzeiro-Br/55 0.05 1.00 0.52 0.26 0.45 0.05
As4 Argentina/68 0.23 0.50 1.00 0.46 0.56 0.05
A, 5 Argentina/59 0.10 0.28 0.50 1.00 0.12 0.05
A Argentina/79 0.09 0.23 0.42 0.16 1.00 0.05
A Argentina/81 0.05 0.05 0.05 0.05 0.13 1.00

r, = Serological relationships corresponding to the serum.

r, = Serological relationships corresponding to the antigen.

provide coverage against the new mutants in the
field.

During the early 1960's some laboratories used
the O, Campos, Ao Arg/61 and C; Resende
strains for the production of vaccines. Others
utilized the A,s Arg/59 or the A4 Cruzeiro
instead of the A, 4. During that time, selection of
the production strains was based on the replication
capacity for producing antigens by the Waldmann
and Frenkel methods and bovine neonate.

But the official controls encountered difficulty
in conducting potency tests, due to the usage of
three strains within the A valence, and the lack
of correlation between those viruses and the field
viruses (with exception of the A,4 Cruzeiro
strain}. Thus, in 1968, the official FMD vaccine
quality-control laboratory and the Pan American
Foot-and-Mouth Disease Center (PAFMDC) jointly
undertook a series of experiments aimed to
select suitable strains for vaccine production and
control. The first study decided on the Ajq4
Arg/68 strain, whose selection was based on the
fact that it: (a) was representative of the field
strains; (b) provided a broader antigenic coverage
than the Ao, A;4 Cruzeiro and A, s (Table 2);
(c) replicated suitably in suckling mice, BHK cell
cultures, guinea pigs and bovine cattle, and (d) had
likewise adapted easily to the Frenkel method.
From then on all vaccines were prepared with
the O, Caseros, A4 Arg/68 and C; Resende
strains.

In 1976 a type A field virus was detected

having antigenic characteristics differing from the
A,, Arg/68 virus. Those differences became
more evident in 1979. The antigenic studies were
confirmed by serum protection tests using sera
from cattle vaccinated with A,4 Arg/68 chal-
lenged by the homologous virus and the field
virus (Table 1). This led to a study to select a
strain suitable for the production and control
of vaccines.

The sequence of the experiment was as follows:
(a) four field strains having broad antigenic spectra
were selected by subtyping (Graph 1); {b) the A
Arg/79 strain was selected as the one having the
best stability to pH 6.8 and at 39°C; (c) the
serological relationships of the A Arg/79 strain
were obtained (Graph and Table 2); (d) the re-
plication capacity was assessed by the Frenkel
method, cell cultures, guinea pigs and cattle; and
(e} the immunogenic dominance was determined.

The laboratory studies demonstrated that the
A Arg/79 strain was suitable for production and
control. The field studies indicated a predomi-
nance of the A Arg/79 strain and, likewise, that
there existed samples with A,; characteristics.
Hence, it was decided to use the two type A virus
strains in production (A,; Arg/68 and A Arg/79)
together with the O,; Caseros and C3; Resende
strains.

In 1981 another type A strain was identified
in the field. The new strain had antigenic charac-
teristics differing from those strains used in
vaccine production. It was also observed that
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viruses with A,4 characteristics were not being
diagnosed. Antigenicity, stability and replication
studies indicated that the A Arg/81 strain from
the Leando N. Alem batch was suitable for pro-
duction and control. Therefore, beginning in
1981, the O, Caseros, A Arg/79, A Arg/81 and
C; Resende virus strains have been utilized for
protection and control purposes.
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RESPUESTA INMUNITARIA !NDUCIDA POR VACUNA ANTIAFTOSA OLEOSA
EN BOVINOS DE AREAS TROPICALES DE COLOMBIA!

Jairo R. Rocha R.?, José del C. Barrera V.2, Myriam Q. de Bustos*

RESUMEN

La respuesta inmunitaria inducida por vacuna
de tipo oleoso contra la fiebre aftosa fue evaluada
por la determinacion de los titulos de anticuerpos
séricos neutralizantes a los 2,4,6,7,9,12,15 y
18 meses siguientes a la aplicacion de 1 y 2 dosis
de vacuna en grupos de vacas, novillas y terneras
bajo condiciones diversas de manejo y con antece-
dentes de vacunacion periodica realizada con vacu-
na hidroxido-saponinada.

Se aplicaron 6000 dosis de vacuna oleosa pre-
paradas por el Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa (Rio de Janeiro, Brasil) con las cepas virales
A, ;-Cundinamarca/75-8046 y O,-Campos/Brasil.
Cuatro predios de diferentes regiones tropicales
fueron seleccionados para la aplicacion de 3000
dosis iniciales seguidas de una segunda aplicacién
alos 6 y 12 meses. En cada etapa de sangria se
tomaron 430 muestras de sueros.

Las vacas y novillas mostraron titulos altos de
anticuerpos a los 2 meses después de la primera
vacunacion frente a los dos tipos de virus O y A.
A los 4 y 6 meses se observo una disminucion de
los tftulos, con una diferencia no superior a 1 log
en relacién con los titulos obtenidos inicialmente a
2 meses. Igualmente, esta diferencia no fue mayor
de 1,5 log con relacion al valor obtenido finalmen-
te a los 12 meses. Fue evidente la obtencion de
titulos superiores y mads persistentes durante 12
meses después de la aplicacion de una segunda
dosis de vacuna oleosa.

Ycontribucion del Programa Nacional de Enfermedades
Vesiculares. Division de Ciencias Veterinarias. Instituto
Colombiano Agropecuario {ICA), Colombia.

2Respectivamente: Médico Veterinario M.S. Director
Programa; Médico Veterinario v Microbidloga. Labora-
torio de finvestigaciones Médicas Veterinarias (LIMV).
Apartado aéreo 29743, Bogotd, Colombia.

Con base en los resuitados obtenidos se sugiere
un minimo de tres vacunaciones con intervalos de
6 meses en los bovinos menores de 18 meses, se-
guidos de vacunacion anual. En el caso de bovinos
de 18 a 36 meses, se sugiere la aplicacion de la
segunda dosis a los 6 meses para continuar con
vacunacién anual. lLas poblaciones de bovinos
adultos con antecendentes de inmunizacidn pe-
riddica cada 4 meses con vacuna de tipo hidréxido-
saponinada podran recibir una dosis cada afo.

INTRODUCCION

Estudios cooperativos de evaluacién de la inmu-
nidad inducida por vacuna de la fiebre aftosa (FA)
con adyuvante oleoso han sido realizados por el
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (CPFA)
en Brasil, el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) en Argentina, y el Centro
de Enfermedades de los Animales de Plum Island
(PIADC) en los Estados Unidos de Ameérica,
{5, 9). Con la aplicaciéon de vacuna oleosa en bo-
vinos y en cerdos se obtuvieron titulos de anti-
cuerpos neutralizantes mds altos durante perio-
dos prolongados, en comparacién con los indu-
cidos por vacunas convencionales con hidroxido
de aluminio (70).

El CPFA ha venido investigando, tanto en la-
boratorio como en el campo, diferentes aspectos
relativos a la produccidn y efecto inmunoldgico de
la vacuna antiaftosa de tipo oleoso, considerando
entre otros, poblaciones bovinas y porcinas, tipo
de explotacion, razas, edades, vias de aplicacion,
cepas virales, pruebas de potencia y eficacia, etc.,
con resultados promisorios de proteccién para
las poblaciones de bovinos y porcinos bajo las con-
diciones de América del Sur (5).

En el Instituto Zooprofilactico, en Colombia, se
realizaron estudios preliminares de evaluacion de
adyuvantes oleosos (77). Una vacuna preparada
por el CPFA con cepas virales colombianas fue
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aplicada a un grupo de 1000 bovinos en una ha-
cienda localizada en el area (Urabéa-Antioquefio)
del Programa Cooperativo Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA)-Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA). La respuesta inmu-
nitaria determinada por evaluacion de titulos de
anticuerpos neutralizantes a los 4, 6, 8 v 12 meses
posvacunacion (MPV) indico que se puede inducir
una inmunidad uniforme y duradera con una o
dos aplicaciones de vacuna oleosa al afio (6).

E! presente trabajo tuvo por objeto conocer a
diferentes MPV la respuesta, en titulos de anticuer-
pos séricos neutralizantes, inducida por vacuna
oleosa contra la FA en grupos de bovinos jovenes
y adultos de tres sitios diferentes de Colombia, con
antecedentes de vacunacion sistematica aplicada
cada cuatro meses con vacuna nacional hidréxido-
saponinada.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

£l estudio se realizo en cuatro predios ubicados
en diferentes regiones ganaderas del pais, cuya si-
tuacion geografica es la siguiente: “Bejuquillo”
situada en el municipio de Mutatd y “La Patria”
en Turbo, departamento de Antioquia, a una
altitud de 20 a 30 metros sobre el nivel del mar
{m.s.n.m.); finca “La Romelia” situada en el mu-
nicipio de Chinchina, departamento de Caldas, a
una altitud de 1500 a 2000 m.s.n.m., y el Cen-
tro Nacional de Investigaciones ‘‘Carimagua”,
departamento del Meta, a una altitud de 150 a
175 m.s.n.m.

Vacuna

La vacuna con adyuvante oleoso (Serie OL-135)
fue preparada por el CPFA con las cepas A, 7-Cun-
dinamarca/75-8046 (Colombia) y Oj-Campos
(Brasil) en cantidad de 6000 dosis/bovino. Los
resultados a la prueba de potencia en cobayos
fueron de 64 vy 51 dosis protectoras cobayo 50%
(DPCso) por 0,25 mi de vacuna frente a los virus
homologos O y A respectivamente.

Vacunacidn y sangria
En las fincas “Bejuquillo” y ‘‘La Patria”, en
la primera vacunacion se aplicaron 2100 dosis

a grupos de 840 y 1260 bovinos de raza cebu,
puros y cruzados, menores y mayores de 2 afios,
respectivamente.

La segunda vacunacion se realizo sobre los mis-
mos grupos de bovinos a los 6 meses. Para la eva-
luacion de un periodo inicial de inmunizacion de
6 meses, a los 0, 2, 4 y 6 meses se tomaron mues-
tras de suero sanguineo de 132 bovinos <2 afios
y de 90 bovinos >2 afios. La evaluacion a los 12
meses después de la segunda vacunacién, se reali-
z6 en los mismos grupos de bovinos con muestras
de suero tomadas a 1 y 6 meses. En estas dos fin-
cas, por salida de los bovinos de la regién, no se
cumplié con la evaluacion total programada de
12 meses.

En el Centro Nacional de Investigaciones de
“Carimagua”, en la primera vacunacioén se apli-
caron 300 dosis a grupos de 85 terneras, 114
novillas y 101 vacas de raza ceb( cruzado. A los
6 meses se aplico la segunda vacunacién al 50%
de los bovinos (57 novillas y 50 vacas) y los res-
tantes recibieron la segunda vacunacion a los 12
meses. El grupo de 85 terneros fue revacunado
dos veces a intervalos de 6 meses.

Los sueros sanguineos fueron tomados de 41
terneros, 61 novillas y 56 vacas alos 0, 2, 4y 6
meses después de la primera vacunacién. Para
obtener una evaluacion de un periodo inicial de
inmunizacidon de 12 meses, de estos grupos tota-
les de bovinos, 29 novillas y 28 vacas que no fue-
ron revacunadas a los 6 meses, se tomaron mues-
tras de suero a los 9 y 12 meses. A estos mismos
grupos de bovinos se les tomd suero sanguineo a
1, 3 y 6 meses después de la segunda vacunacion
realizada a los 12 meses de la primera. Los grupos
de bovinos que fueron revacunados a los 6 meses,
32 novillas y 28 vacas, se sangraron a 1, 3, 6, 9y
12 meses para una evaluacion anual. Los 41 terne-
ros fueron sangrados a los 2, 4 y 6 meses durante
los tres periodos de seis meses siguientes a las vacu-
naciones.

En la finca “'La Romelia’* se aplicaron en la pri-
mera vacunacion 300 dosis a grupos de 160 vacas,
60 novillas y 80 terneros Holstein y Pardo Suizo.

A los seis meses se aplicd la segunda vacunacion
a la totalidad de los grupos indicados. Se tomaron
sueros sanguineos de 15 vacas y 15 novillas a los
2, 4 y 6 meses después de la primera vacunacion
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y 1,3,6 y 12 meses después de la segunda vacu-
nacién. Un grupo de 20 terneras fue sangrado a
los 2,4 y 6 meses después de la primera vacuna-
cion, a 1,3 y 6 meses de la segunda vacunacion
y a 6 meses después de la tercera vacunacion.

Anticuerpos séricos neutralizantes

Los tituios de anticuerpos neutralizantes se de-
terininaron segun la técnica de microneutralizacion
(MN) en células de la linea BHK,; (7) enfrentan-
do diluciones seriadas dobles de los sueros y 10! 7
dosis infectantes cultivo de tejido 50% (DICTs,)
de los virus homologos a los utilizados en la prepa-
racibn de la vacuna. El titulo neutralizante de los
sueros se obtuvo segin el método de Spearman-
Karber {712).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante el periodo
inicial de evaluacion de seis meses siguientes a la
primera vacunacion en las fincas “"Bejuquillo” y
"L g Patria’’ con sangrias a 0, 2,4 y 6 meses, in-
dicaron para los dos grupos de edad y a los 2 me-
ses, altos titulos de anticuerpos frente a las dos
cepas virales tipos A y O. Sin embargo, se observa
un descenso progresivo de los titulos alos 4 y 6
meses, con un promedio final muy préximo al
log 2. Gurante los 6 meses siguientes a la segunda
vacunacion, al mes se obtuvo una respuesta en pro-
medio mas alta con un descenso menos pronuncia-
do de los titulos durante los seis meses, en compa-
racion con lo observado después de la primera va-
cunacion en los dos grupos de edad, frente a los
dos tipos de virus {Cuadro y Figura 1).

El estudio reathizado en ‘“‘Carimagua’ muestra
que para los grupos de vacas y novillas, los titulos
de anticuerpos séricos neutralizantes fueron, du-
rante el periodo de seis meses siguiente a la pri-
mera vacunacion, considerablemente altos con
promedios superiores al log 3 y con una tendencia
en descensc menos pronunciada frente a ambos
tipos de virus. Los grupos de vacas y novillas estu-
diados durante 12 meses después de la primera
vacunacion mostraron a los 2 meses una respuesta
en promedio superior al log 3 con un descenso pro-
gresivo, cuyo valor promedio final a los 12 meses
sobrepaso el log 2. Estos mismos grupos mostraron

titulos superiores y mds estables durante los 6 y 12
meses después de la segunda dosis de vacuna. El
grupo de terneras presentd, durante el primer pe-
riodo siguiente a la primera vacunacion, titulos de
anticuerpos neutralizantes con tendencia a dismi-
nuir de manera mas pronunciada, con valores fina-
les bastante inferiores ai log 2. Sin embargo, se
observd una mayor respuesta y persistencia en los
titulos con la aplicacién de dos vacunaciones mas,
cada seis meses (Cuadros y Figuras 2 y 3).
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FIGURA 1. Promedio de los titulos de anticuerpos séri-
cos neutralizantes contra los virus tipos A y O de la fiebre
aftosa, inducidos con vacuna oleosa en bovinos de las
fincas “‘Bejuquillo” y “’La Patria’’ (Antioquial, Colombia,
1982.
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CUADRO 1. Promedio de los ti'tulos de anticuerpos séricos neutralizantes contra los virus tipo A y O de la fiebre
aftosa, inducidos con vacuna oleosa en bovinos de las fincas “’La Patria” y “‘Bejuquillo” (Antioquia), Colombia, 1982.

Meses posvacunacion

Edad NoOmero de
{afios) sueros 0 2 4 6 1 6
Virus A, 7-Cundinamarca/75-8046
>2 90 1.64 \"/ 3.20 2.55 1.85 \") 3.58 245
+0.54 +0.27 +0.20 +0.67 +0.28 +0.64
<2 132 1.04 \") 2.61 2.01 1.68 v 3.10 245
+0.27 +0.51 +0.37 +0.61 +0.35 +0.48
Vi 0,-C Brasil
':; ! am°°5/90' 166 V 3.15 2.85 210 Vv 3.72 291
+0.56 +0.47 +0.18 +0.35 +0.30 +0.59
<2 132 1.07 A\ 2.59 234 1.73 \' 3.45 275
+0.28 +0.41 +0.39 +048 +0.28 +0.60
V = Vacunacion.

CUADRDO 2. Promedio de los titulos de anticuerpos séricos neutralizantes contra los virus tipos A y O de la
fiebre aftosa, inducidos con vacuna oleosa en bovinos del Centro Nacional de Investigaciones
“Carimagua” (Meta), Colombia, 1982.

Meses posvacunacion

Namero de
Bovinos sueros 0 2 4 6 9 12 1 3 6
Virus A, 7-Cundinamarca/75-8046
1.92 3.36 2.99 2.56 2.21 2.00 3.64 3.54 3.20
Vacas 28 \ \%
+045 +0.38 +0.57 + 0.56 +0.34 +0.36 +0.20 +0.23 +045
Novillas 29 1.54 v 3.12 2.31 1.92 v 3.32 3.28
+0.41 +0.39 +0.47 +0.30 +0.32 +0.34
0 2 4 6 2 4 6 2 6
Terneras a1 1.06 v 2.67 2.18 1.67 v 3.24 2.61 22 v 3.19 2.75
+0.23 +040 +030 *0.22 +038 +0.37 +0.30 +0.41 +0.25
0 2 4 6 9 12 1 3 6
Virus O, -Campos/Brasil
1.96 3.65 3.20 2.96 2.28 2.05 3.98 3.66 3.68
Vacas 28 \" \
+0.31 +0.31 +0.37 +0.46 +0.27 +0.21 +0.10 +0.12 +0.12
Novillas 29 1.39 v 3.15 2.82 2.1 v 3.60 346
+0.51 +0.40 +0.58 +0.55 +0.23 +0.25
0 2 4 6 2 4 6 2 6
Terneras a1 0.77 v 2.70 235 2.00 v 3.28 3.01 2.38 v 3.60 2.83

+0.48 +049 +0.27 032 +034 +0.22 +0.30 +0.22 +0.28

V = Vacunacion.
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FIGURA 2. Promedio de los titulos de anticuerpos séricos neutralizantes contra los virus tipos A 'y O de la fiebre
aftosa inducidos con vacuna oleosa en bovinos del Centro Nacional de Investigaciones “Carimagua’ {Meta), Colombia,
1982.
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CUADRO 3. Promedio de los titulos de anticuerpos séricos neutralizantes contra los virus tipos A y O de la
fiebre aftosa, inducidos con vacuna oleosa en bavinos del Centro Nacional de Investigaciones
“‘Carimagua” (Meta), Colombia, 1982.

Meses posvacunacion

Namero de
Bovinos sueros 0 2 4 6 o 3 6 9 12
Virus Az 7-Cundinamarca/7 5-8046
. A . . . K
Vacas 28 1.76 v 3.19 3.12 212 v 3.70 3.63 3.45 281 2.70
+0.54 +049 +049 +0.67 +0.16 +0.26 +033 +£035 1033
R 1.45 3.23 2.20 3.50 3.38 2.78
Novillas 2 v \'/
ovia 3 +0.50 +0.34 +0.39 +0.25 +0.21 +0.21
Virus Oy -Campos/Brasil R
1.48 3.29 3.07 2.87 3.68 343 3.49 3.07 2.54
Vacas 28 Vv \
+048 +0.36 *0.43 +0.50 +£0.20 +0256 +0.25 +0.31 +0.31
Novillas 32 1.21 v 3.09 2.69 v 3.64 3.37 3.32
+0.58 +0.35 +0.51 +0.18 +0.34 +0.51
V = Vacunacion.
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FIGURA 3. Promedio de los titulos de anticuerpos séricos neutralizantes contra los virus tipos A y O de Ia fiebre
aftosa inducidos con vacuna oleosa en bovinos del Centro Nacional de Investigaciones “Carimagua” (Meta), Colombia,
1982.



Rocha et al.

41

Los resultados correspondientes a los grupos
de vacas, novillas y terneras de la finca “’La Ro-
melia’’ fueron similares en intensidad y persisten-
cia a los titulos observados en los grupos de
bovinos de “Carimagua’’. La segunda aplicacion
de la vacuna oleosa realizada para los tres gru-
pos a los 6 meses de la primera, indujo titulos
maés altos y persistentes frente a los dos tipos de
virus. A los 12 meses se observd un promedio
superior al log 2. La revacunacion de las terneras
cada 6 meses indujo un incremento de los titulos
caracterizados cada vez por mayor persistencia
(Cuadro y Figura 4).

En ninguno de los grupos de bovinos y razas
se observd reaccién indeseable cuando fueron

DISCUSION

Los resultados de titulos de anticuerpos séri-
cos neutralizantes, inducidos por una vacuna pre-
parada con adyuvante oleoso aplicada a grupos
de bovinos de diferentes edades y que habian sido
vacunados cada cuatro meses con vacuna hidr6-
xido-saponinada, demostraron una vez mas la
obtencién de periodos prolongados de inmuni-
dad caracterizada por la presencia de titulos de
anticuerpos bastante uniformes. Estupifian y co-
laboradores (6) obtuvieron una respuesta inmu-
nitaria similar cuando determinaron los titulos
de anticuerpos neutralizantss en dos grupos de
bovinos, mayores y menores de 2 afos que ha-

aplicadas las dosis de vacuna con adyuvante bian recibido una vacuna oleosa. La respuesta
oleoso. fue determinada a los 4,6,8 y 12 MPV, con la
CUADRO 4. Promedio de los titulos de anticuerpos séricos neutralizantes contra los virus
tipos A y O de la fiebre aftosa, inducidos con vacuna oleosa en bovinos de la finca
“La Romelia’” {Caldas), Colombia, 1982.
NGmero de Meses posvacunacion
Bovinos sueros 0 2 4 6 1 3 6 12
Virus Aj7-Cundinamarca/75-8046
Vacas 15 194 v 3.30 2.54 224, 344 2.99 296 2,62
+0.55 +0.39 +0.38 +0.25 +0.15 +0.30 +047 +0.38
Novillas 15 1.67 v 2.95 2.57 2.33 v 3.26 3.03 2.79 242
+0.16 +0.34 +0.39 +0.40 +0.40 +0.33 +0.33 +0.39
0 2 4 6 1 3 6 6
Terneras 20 0.74 v 2.58 213 1.76 v 343 278 2.10 v 3.21
+0.15 +0.41 +0.44 +0.24 +0.28 +0.23 +0.38 +0.32
0 2 4 6 1 3 6 12
Virus O -Campos/Brasil
Vacas 15 1.44 v 3.29 2.90 2.66 v 3.65 3.08 3.20 2.83
+0.31 +0.32 +0.24 +0.49 +0.17 +0.24 +0.32 +0.42
Novillas 15 1.21 v 3.21 3.16 2.80 v 3.69 3.12 3.46 2.89
+0.22 +0.15 +0.11 +0.26 +0.15 +0.21 +0.28 +0.37
0 2 4 6 1 3 6 6
Terneras 20 072 2.75 2.24 185 |, 3.41 3.21 2.25 v 344
+0.18 +0.25 +0.32 +0.22 +0.22 +0.31 +0.30 +0.23

V = Vacunacion.
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FIGURA 4. Promedio de los titulos de anticuerpos séricos neutralizantes contra los virus tipos A y O de la fiebre
aftosa inducidos con vacuna oleosa en bovinos de la finca “Romelia” (Caldas}, Colombia, 1982.
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obtencién de anticuerpos superiores a los observa-
dos en otros estudios de evaluacion de vacunas con
hidréxido de aluminio.

Los resultados encontrados en grupos de novi-
flas y terneros ofrecen una condicidon muy promi-
soria en la obtencién de una sblida inmunidad.
Sin embargo es necesario aplicar refuerzos cada
seis meses con el proposito de mantener el nivel
inmunitario que tiende a descender considerable-
mente en los bovinos jovenes. Un estudio realizado
por Honigman y colaboradores {8) sobre la inmu-
nidad posvacunal contra el virus de la fiebre aftosa
en terneros, utilizando vacuna hidroxido-saponi-
nada, demostro que los bovinos de 6 a 9 meses de
edad (al principio del experimento) vacunados 3
veces a intervalos de 4 meses tuvieron una respues-
ta inmunitaria 50% inferior que la de los bovinos
vacunados 5 veces a intervalos 2 meses. Segun
estudios efectuados por Augé de Mello vy colabora-
dores (3) con la aplicacién de vacuna antiaftosa
inactivada tipos oleosa e hidroxido de aluminio,
utilizando grupos de bovinos jovenes en el campo
y sometidos a vacunacidn y revacunacion, se en-
contré que los bovinos inoculados con la vacuna
con hidréxido de aluminio a los 30 dias posvacu-
nacion (DPV} presentaban una expectativa porcen-
tual de proteccion (EPP) entre el 60 y 70%. A los
60 DPV este valor cayd por debajo del 50% y a los
90 DPV era el mismo de los testigos. Con la va-
cuna oleosa, a fos 30 DPV la EPP fue superior al
70% y continué subiendo hasta los 60 dias des-
pués de la vacunacién cuando alcanzé enrtre el 20
y 90%. A los 6 meses, aun habia una EPP conside-
rable, no inferior al 54%. Las EPP alcanzadas por
la vacuna oleosa fueron altas y persistentes por
mayor tiempo en comparacién con la vacuna tipo
hidréxido de aluminio.

Segun observaciones obtenidas del presente tra-
bajo, las poblaciones de bovinos adultos con ante-
cedentes de vacunacion sistematica desde jovenes
con vacuna de tipo hidroxido-saponinada ofrecen
resultados satisfactorios de inmunidad cuando han
recibido por loc menos dos dosis de vacuna con
adyuvante oleosc cada 6 meses, permitiendo au-
mentar los intervalos entre las vacunaciones hasta
por un afo. Los titulos de anticuerpos observados
en los grupos de vacas, novillas y terneras de las
cuatro fincas seleccionadas fueron similares tanto

en el grado de respuesta inicial como en {a persis-
tencia de los titulos frente a los tipos de virus O y
A. De manera general se obtuvo una tendencia en
descenso de los titulos durante el periodo de 12
meses siguientes a la primera vacunacion, con una
diferencia no superior a 1 log entre el valor a los 2
meses y el obtenido a los 6 MPV., lgualmente, esta
diferencia no fue mayor que 1,5 log con relacion al
valor final obtenido alos 12 meses. Fue evidente ia
obtencion de titulos superiores y mas persistentes
durante 6 y 12 meses, después de ia aplicacion de
la sequnda dosis de vacuna oleosa.

Un estudio realizado en bovinos vacunados tres
veces con vacuna oleosa, a intervalos de 6 meses,
confirmé la presencia de una so6lida inmunidad 12
meses después de inmunizados con virus de la fie-
bre aftosa. S6lo uno de los 20 bovinos desarroiid
fiebre aftosa generalizada. Los elevados niveles de
anticuerpos observados en este estudio son compa-
rables a los encontrados por Gomes y colaborado-
res (7) quienes demostraron proteccion a la exposi-
ciéon del virus por via intradermolingual y al con-
tacto con bovinos y cerdos infectados. En un estu-
dio similar realizado por Augé de Mello y colabora-
dores (2) en bovinos de Z afios, que habian recibi-
do tres vacunaciones contra la fiebre aftosa a inter-
valos de 6 meses con vacuna inactivada de adyu-
vante oleoso, se encontré una respuesta inmunita-
ria muy satisfactoria, con una EPP superior al 80%
a los 12 meses de !a cuarta vacunacion. Trabajos si-
milares de proteccion fueron realizados en bovinos
a 1,3,6y 12 MPV contra la fiebre aftosa, utilizan-
do vacunas con los tipos O, A y C en adyuvante
oleoso. Resultados de immunidad satisfactoria fue-
ron obtenidos en los diferentes tiempos con des-
cargas da los virus tipos O vy A (4, 9),

De manera similar a la observacién obtenida por
Augé de Mello y colaboradores (2) se puede suge-
rir, con hase en los resultados obtenidos en este es-
tudio, el siguiente esquema inicial de inmunizacion
con vacuna antiaftosa de tipo oleosc: una vacuna-
cion cada 12 meses, para las poblaciones de bovi-
nos adultos si tienen antecedentes de vacuna-
cién periddica cada 4 meses con vacuna hidrdxido-
saponinada en un alto nimero de animales de la
region; de lo contrario, se debe aplicar una segunda
dosis a los 6 MPV para continuar cada 12 meses.
En el caso de los bovinos de 18 a 36 meses de
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edad, cualquiera que sean sus antecedentes de in-
munizacién, se debe aplicar la seqgunda dosis a los
6 meses para continuar cada 12 meses. Los bovinos
menores de 18 meses deberan ser sometidos como
minimo a la aplicacion de tres vacunaciones cada
6 meses para continuar con aplicaciones de vacuna
cada 12 meses.

Es importante destacar que el éxito de una cam-
pafia de control regional de la fiebre aftosa, utili-
zando vacuna de tipo oleoso, depende en gran
parte de la calidad de los antigenos utilizados y
del alto porcentaje de cobertura de vacunacion.
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IMMUNE RESPONSE INDUCED BY OIL-ADJUVANTED FOOT-AND-MOUTH DISEASE
VACCINE IN CATTLE IN TROPICAL AREAS OF COLOMBIA'

Jairo R. Rocha R.2, Jose del C. Barrera V.2, Myriam Q. de Bustos?

SUMMARY

The immune response induced by oil-adjuvant-
ed foot-and-mouth disease vaccine was evaluated
by assaying the titers of neutralizing antibodies
at 2,4,6,7,9,12, 15 and 18 months after a first
and second dose of vaccine was administered to
groups of cows, heifers and calves under varying
management conditions and having a history of
periodic vaccination with saponin-hydroxide vac-
cine. ‘

6000 doses of oil-adjuvanted vaccine prepared
by the Pan American Foot-and-Mouth Disease
Center (Rio de Janeiro, Brazil) with virus strgins
A, ;-Cundinamarca/76-8046 and O, -Campos/
Brazil, were applied. Four cattle ranches in dif-
ferent tropical regions were selected for the ap-
plication of 3000 initial doses followed By a
second inoculation 6 and 12 months later., 430
blood samples were taken at each stage of blood
sample collection.

The cows and heifers showed high antibody
titers at 2 months after the first vaccination when
challenged by O and A virus types. Titers were
observed to decline at 4 and 6 months, with a
difference not greater than 1log in relation to
the titers initially obtained at two months. Like-
wise, this difference did not exceed 1.5 log in
relation to the final value obtained at 12 months.
Higher and more persistent titers were obtained
during the 12 months following application of
the second dose of oil-adjuvanted vaccine.

lSporls,ored by the National Vesicular Disease Program,
Veterinary Sciences Division. The Colombian Agriculture
and Livestock Institute {ICA), Colombia.

2Respectively: Veterinarian, M.S., Program Director;
Veterinarian and Microbiology. Laboratory of Veterinary
Medicine Research (LIMV), Apartado Aéreo 29743,
Bogota, Colombia.

The results obtained suggest a minimum of
three vaccinations at 6-month intervals, followed
by annual vaccination of cattle younger than
18 months. The second dose for cattle aged 18 to
36 months should be given at 6 months, followed
by yearly vaccination thereafter. The aduit cattle
population having a history of periodic immuni-
zation every 4 months with saponin-hydroxide
vaccine could be given one dose yearly,

INTRODUCTION

Cooperative studies to assess the immunity
induced by oil-adjuvanted foot-and-mouth disease
(FMD) vaccine have been conducted by the
Pan American Foot-and-Mouth Disease Center
(PAFMDC) in Brazil, the National Institute of
Agricultural Technology (INTA) in Argentina,
and the Plum Island Animal Disease Center
{PIADC) in the U.S.A. (5, 9}. The inoculation of
oil-adjuvanted vaccine in cattle and pigs yielded
higher neutralizing titers for longer durations, in
comparison to the titers induced by conventional
aluminum-hydroxide vaccines {70).

The PAFMDC has been engaged in both labora-
tory and field research of various aspects related to
the production and immunological effect of oil-
adjuvanted FMD vaccine. The research has consid-
ered, among others, cattle and pig populations,
type of cattle-raising and management techniques,
breeds, ages, routes of application, virus strains,
potency and efficacy tests, etc. Promising results
have been obtained for the protection of swine
and cattle populations under conditions in South
America (5).

Preliminary studies to evaluate oil-adjuvanted
vaccines were conducted at the Zooprophylactic
Institute in Colombia (77). A vaccine prepared
at the PAFMDC with virus strains from Colombia
was given to a group of 1000 cattle on a ranch
located in the area (Uraba-Antioquefio) covered
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by the joint program of the Colombian Agricul-
ture and Livestock Institute (ICA) and the U.S.
Department of Agriculture (USDA}. The immune
response determined by evaluating neutralizing
antibody titers at 4, 6, 8 and 12 months post-
vaccination (MPV) indicated that a uniform and
lasting immunity can be induced with one or two
annual vaccinations of oil-adjuvanted vaccine (6).

This study aimed to determine the response
at varying MPV's, in terms of neutralizing anti-
bodies titers induced by FMD oil-adjuvanted
vaccine in groups of young and adult cattle. The
cattle were observed at three different locations
in Colombia, and had a history of systematic
vaccination every four months with domestically
produced saponin-hydroxide vaccine.

MATERIALS AND METHODS

Location

The study was conducted on four ranches
located in different cattle-raising regions of Co-
lombia. Their geographic location is as follows:
“Bejuquillo” in the municipality of Mutatd and
“La Patria’’ in the department of Antioquia,
at an altitude of 20 to 30 meters above sea level;
the ‘‘La Romelia”’ ranch situated in the munici-
pality of Chinchinéd in the department of Caldas,
at 1500 to 2000 meters above sea level, and the
"Carimagua’” National Research Center in the
department of Meta, some 150 to 175 meters
above sea level.

Vaccine

The 6000 bovine doses of oil-adjuvanted vac-
cine (Series OL-135) were prepared by the Pan
American Foot-and-Mouth Disease Center from
the A,,-Cundinamarca/75-8046 (Colombia) and
0, -Campos (Brazil) virus strains.. The results of
the guinea pig potency tests yielded 64 and 51
guinea pig 50% protective doses (GPPDsq) per
0.25 ml of vaccine challenged by the homologous
O and A viruses, respectively.

Vaccination and blood samples

On the ‘““Bejuquillo’” and ’La Patria” ranches
2100 doses were -administered in the first vac-
cination to groups of 840 and 1260 pure and

crossbred zebu cattle, under and over 2 years old,
respectively.

The same groups of cattle were given a second
vaccination six months later. The initial 6-month
period of immunization was evaluated by taking
blood samples from 132 cattle under two years
and from 90 cattle over 2 years, at 0, 2, 4 and 6
MPV. The evaluation 12 months after the second
vaccination was conducted using the same groups
of cattle with blood sampies taken at 1 and 6
months. Due to the exit of cattle from the region,
the full 12-month scheduled evaluation was not
conducted on these two ranches.

The first vaccination at the ‘’Carimagua’” Na-
tional Research Center administered 300 doses
to crossbred zebu cattle -85 calves, 114 heifers
and 101 cows. At six months the second vac-
cination was given to 50% of the cattle (57 heifers
and 50 cows). The rest of the animals received
their second vaccination 12 months after the first;
the group of 85 calves was revaccinated twice at
6-month intervals,

The blood samples were taken from 41 calves,
61 heifers and 56 cows at 0, 2, 4, and 6 months
after the first vaccination. In order to assess an
initial 12-month period of immunization of these
groups of cattle, blood samples were taken at 9
and 12 months from 29 heifers and 28 cows that
were not revaccinated at 6 months. Blood samples
were drawn from those same groups of cattle at
1, 3 and 6 months_ after the second vaccination,
which was administered 12 months after the
first. Blood samples were taken at 1, 3, 6, 9 and
12 months from the groups of cattle that were
revaccinated at 6 months --32 heifers and 28
cows-- for an annual evaluation. Biood samples
were collected at 2, 4 and 6 months from the 41
calves during the three 6-month periods following
the vaccinations.

The first vaccination of 300 doses on the “’La
Romelia’ ranch was given to groups of 160 cows,
60 heifers and 80 calves of the Holstein and
Brown Swiss breeds.

All the groups mentioned were given the second
vaccination six months later. Blood samples were
collected from 15 cows and 15 heifers at 2, 4 and
6 months after the first vaccination, and at 1, 3,
6 and 12 months after the second vaccination.
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Blood samples were taken from a group of 20
calves 2, 4 and 6 months after the first vaccina-
tion, 1, 3 and 6 months after the second and 6
months after the third.

Neutralizing antibodies

The neutralizing antibodies titers were deter-
mined by the microneutralization test with BHK;;
cells (7) challenged by two-fold dilutions of the
sera and 10'°7 50% tissue culture infecting doses
(TCIDs,) of the viruses homologous to those used
to prepare the vaccine. The Spearman-Kirber
method was utilized to obtain the sera neutralizing
titer (72).

RESULTS

The results obtained during the initial 6-month
evaluation period following the first inocula-
tion on the “Bejuquillo” and “’La Patria” ranches
where biood samples were collected at 0, 2, 4
and 6 months, indicated high antibody titers
against A and O virus for both age groups when
the blood samples taken at 2 MPV. However,
the titers declined steadily at 4 and 6 MPV,
and the final average approached log 2. During
the six months following the second vaccination,
at the month the immune response averaged
higher, with a less pronounced drop in the titers
over the six months, in comparison with the
results observed after the first vaccination in
the two age groups, against the two virus types
(Table and Figure 1).

The study conducted at “‘Carimagua’” indicates,
for the groups of cows and heifers, that the titers
of the neutralizing antibodies during the six-month
period after the first vaccination were considerably
high. They averaged above log 3 and showed a less
evident declining trend against both types of virus.
The groups of cows and heifers studied during
the 12 months following the first vaccination
showed at two months an average response above
log 3. The decline was steady and the final average
value at 12 months exceeded log 2. Those same
groups yielded higher and more stable titers
during the 6 and 12 months following the se-
cond vaccination. During the first period after
the first vaccination, the group of calves yielded

neutralizing antibody titers tending to decline
more sharply; the final vaiues were substantially
below log 2. However greater response and per-
sistence in the titers were observed after the
application of two more vaccinations every six
months {Tables and Figures 2 and 3).

The results for the groups of cows, heifers and
calves on the "“La Romelia’” ranch were similar in
intensity and persistence to the titers observed in
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FIGURE 1. Mean titers of rieutralizing antibodies against
FMD virus types A and O, induced by oil-adjuvanted
vaccine in cattle from the ‘““La Patria” and “Bejuquillo”
ranches (Antiocuial, Colombia, 1982,
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TABLE 1. Mean titers of neutralizing antibodies against FMD virus types A and O, induced by oil-adjuvanted
vaccine in cattle from the “La Patria” and “Bejuquillo” ranches (Antioquia), Colombia, 1982,

Months post vaccination

Age Number of
(years) blood samples 0 2 4 6 1 6
Virus A, 7-Cundinamarca/75-8046
>2 90 1.64 A\ 3.20 2.55 1.85 \Y 3.58 245
+0.54 +0.27 +0.20 +0.67 +0.28 +0.64
<2 132 1.04 v 261 2.01 1.68 \Y 3.10 2.45
+0.27 +0.51 +0.37 +0.61 +0.35 +0.48
Virus O, -Campos/Brazil
-2 90 156 V 3.15 2.85 210 V 3.72 291
+0.56 +0.47 +0.18 +0.35 +0.30 +0.59
<2 132 1.07 V 2.59 2.34 173 V 3.45 2,75
+0.28 +0.41 +0.39 +0.48 +0.28 +0.60

V = Vaccination.

TABLE 2. Mean titers of neutralizing antibodies against FMD virus types A and O, induced by oil-adjuvanted
vaccine in cattle from the Carimagua National Research Center (Meta), Colombia, 1982.

Number of Months post-vaccination
biood
Cattle samples 0 2 4 6 9 12 1 3 6
Virus A, 7-Cundinamarca/75-8046
Cows g 1.92 Y, 3.36 2,99 2,56 221 2.00 . 3.64 3.54 3.20
+0.45 +038 *+0.57 +0.56 +034 +0.36 +0.20 +0.23 1045
Heifers 29 1.54 v 3.12 231 192 v 3.32 3.28
+0.41 +0.39 +0.47 +0.30 +0.32 +0.34
0 2 4 6 2 4 6 2 6
Cows a1 1.06 v 2.67 2.18 1.67 v 3.24 261 2.21 v 3.19 275
+0.23 +040 +030 $0.22 +038 +0.37 +0.30 +0.41 +0.25
0 2 4 6 9 12 1 3 6
Virus Oy -Campos/Brazil
Cows 28 1.96 v 3.55 3.20 296 228 2,05 v 3.98 3.66 3.68
+0.31 +0.31 +0.37 b 0.46 +0.27 +0.21 +0.10 +0.12 +0.12
Heifers 20 1.39 v 3.16 2.82 2.11 Y, 3.60 3.46
+0.51 +0.40 +0.58 +0.55 +0.23 +0.25
0 2 4 6 2 4 6 2 6
Calves a1 0.77 v 2.70 235 2.00 v 3.28 3.01 2.38 v 3.60 2.83

+048 049 +0.27 1032 +0.34 +0.22 +0.30 +0.22 +0.28

V = Vaccination.
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TABLE 3. Mean titers of neutralizing antibodies against FMD virus types A and O, induced by oiil-adjuvanted vaccine
in cattle from the Carimagua National Research Center (Meta), Colombia, 1982.

Number of Months post-vaccination
blood -
Cattle samples 0 2 4 6 1 3 6 9 12

Virus A, 7-Cundinamarca/75-8046

1.76 3.19 312 212 3.70 3.53 3.45 2.81 270
Cows 28 \Y v
+0.54 +049 +049 10.67 +0.16 +0.26 033 +035 +0.33
Heifers 32 1.45 v 3.23 ) 2.20 v 3.50 3.38 278
+0.50 +0.34 +0.39 +0.25 +0.21 +0.21
Virus O, -Campos/Brazil
148 3.29 3.07 287 3.68 343 3.49 3.07 254
Cows 28 v v
+0.48 +036 +043 +0.50 +020 1025 +0.26 +0.31 +0.31
Heifers 32 1.21 v 3.09 2.69 v 3.64 3.37 3.32
+0.58 +0.35 +0.51 +0.18 +0.34 +0.51
V = Vaccination,
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FIGURE 3. Mean titers of neutralizing antibodies against FMD virus types A and O, induced with oil-adjuvanted
vaccine in cattle from the “Carimagua” National Research Center (Meta), Colombia, 1982,



Rocha et al.

51

the cattle at “‘Carimagua’’. The second inoculation
of oil-adjuvanted vaccine given to the three groups
6 months after the first vaccination induced higher
and more persistent titers when tested against the
two virus tvpes. An average higher than log 2 was
observed at 12 months. Revaccination of the
calves every 6 months induced an increase in the
titers which yielded greater and greater persistence
(Table and Figure 4).

None of the groups or breeds of cattle evi-
denced undesirable reactions to the oil-adjuvanted
vaccines.

DISCUSSION

The results of neutralizing antibody titers
induced by an oil-adjuvanted vaccine administered
to groups of cattle of different ages, which had

been vaccinated every four months with saponin-
hydroxide vaccine, once again demonstrated the
possibility of obtaining prolonged periods of
immunity characterized by the presence of rather
uniform antibody titers. Estupifan et a/. (6) ob-
tained a similar immune response when they de-
termined the neutralizing antibody titers for two
groups of cattle under and over two years of age
that had been inoculated with oil-adjuvanted
vaccine. The response was evaluated at 4, 6, 8 and
12 MPV and yielded antibody tevcis higher than
those obtained in other studies aiming to evaluate
aluminum hydroxide vaccines.

The results recorded in groups of heifers and
calves offer a very promising condition for ob-
taining a solid immunity. However, booster vac-
cinations are required every six months in order
to maintain the immune level, which tends to

TABLE 4. Mean titers of neutralizing antibodies against FMD virus types A and 0, induced with
oil-adjuvanted vaccine in cattle from the “La Romelia’” ranch (Caldas), Colombia, 1982.

Number of Months post-vaccination
blood
Cattle samples 0 2 4 6 1 3 6 12
Virus A, 7-Cundinamarca/75-8046
Cows 15 1.94 v 3.30 2.54 2.24 v 3.44 2.99 2.96 2.62
+0.65 +0.39 +0.38 +0.25 +0.15 +0.30 +0.47 +0.38
Heifers 15 1.57 v 295 2.57 233 v 3.25 3.03 2.79 242
+0.16 +0.34 +0.39 +0.40 +0.40 +0.33 +0.33 +0.39
0 2 4 6 1 3 6 6
Calvss 20 074 , 2.58 2.13 1.76 v 3.43 2.78 210 321
+0.15 1041 +044 +0.24 +0.28 +0.23 +0.38 +0.32
0 2 4 6 1 3 6 12
Virus O -Campos/Brazil
1.44 3.29 2.90 2.66 3.65 3.08 3.20 2.83
Cows 15 \" \Y)
+0.31 +0.32 +0.24 +0.49 +0.17 +0.24 +0.32 +0.42
Heifers 15 1.21 v 321 3.16 2.80 v 3.69 3.12 3.46 289
+0.22 +0.15 +0.11 +0.26 +0.15 +0.21 +0.28 +0.37
0 2 4 6 1 3 6 6
Calves 20 0.72 Y 2.75 2.24 1.85 v 3.41 3.21 225 v 3.44
+0.18 +0.25 +0.32 +0.22 +0.22 +0.31 +0.30 +0.23

V = Vaccination.
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decline considerably in young cattle. A study by
Honigman et al. {8) of postvaccination immunity
against FMD virus in calves, using saponin-hydrox-
ide vaccine, demonstrated that 6 to 9-month-
old cattle {at the outset of the experiment) vac-
cinated 3 times at 4-month intervals, yieldad an
immune response 50% lower than that of cattie
vaccinated 5 times at 2-month intervals. Studies
by Augé de Mello et al. (3) demonstrated that
when groups of young cattle in the field were
submitted to vaccination and revaccination with
oil-adjuvanted and aluminum-hydroxide inacti-
vated FMD vaccine, the animals inoculated with
+he aluminum-hydroxide vaccine yielded an ex-
pected percentage of protection (EPP) ranging
from 60 to 70% at 30 days post-vaccination
{DPV). That value decreased to 50% at 60 days
post-vaccination and, at 90 DPV, was the same as
the control animals. But with the oil-adjuvanted
vaccine the EPP at 30 DPV was higher than 70%
and continued rising to 60 days after the vaccina-
tion, when it reached 80 to 90%. The EPP at 6
months was still substantial, not less than 54%.
The expected percentages of protection induced
with the oil-adjuvanted vaccine were high and
persisted for a long time in comparison to the
aluminum-hydroxide vaccine.

Observations drawn from the present study
indicate that adult cattle populations having a
history of systematic vaccination with saponin-
hydroxide vaccine show satisfactory immunity
when they receive at least two doses of oil-ad-
juvanted vaccine every 6 months. The time span
between vaccinations can even be lengthened up
to a year. The antibody titers observed in the
groups of cows, heifers and calves on the four
selected facilities were similar in the degree of
initial response as well as in the persistence of
the titers against O and A virus types. In general,
the titers tended to decline during the 12-month
period following the first vaccination. The dif-
ference between the values at 2 months and at
6 MPV did not exceed 1 log. Likewise, that dif-
ference did not excced 1.5 log in relation to the
final value obtained at 12 MPV. Higher and more
persistent titers were observed during the 6 and
12 months following the second application of
oil-adjuvanted vaccine.

A study involving cattle vaccinated three
times with oil-adjuvanted vaccine at 6-month
intervals confirmed the presence of a solid im-
munity 12 months after immunization with
FMD virus. The disease generalized in only one
of the 30 cattle. The high antibody levels ob-
served in this study are comparahie to those
observed by Gomes et al. (7), who dzmonstrated
protection against exposure to virus by the intra-
dermolingual route and by contact with diseased
cattle and pigs. A similar study by Augé de Mello
et al. (2), involving 2-year-old cattle that had
been vaccinated three times at 6-months intervals
with inactivated oil-adjuvanted vaccine, produced
a very satisfactory immune response; 12 months
after the fourth vaccination the EPP was over
80%. Similar protection studies were conducted
on cattie at 1, 3, 6 and 12 MPV, using oil-adju-
vanted vaccine prepared from O, A and C virus
types. Satisfactory immunity results were ob-
tained at the different times against O and A virus
types (4, 9).

Similar to the findings by Augé de Mello et a/.
(2), the results obtained in this study suggest
the following initial immunization scheme with
oil-adjuvanted FMD vaccine:a vaccination every
12 months for adult cattle populations where
a high number of animals in the region have a
history of periodic vaccination every 4 months
with saponin-hydroxide vaccine. Otherwise a
second vaccination is rzcommended 6 months
later and thereafter every 12 months. In the case
of cattle aged from 18 to 36 months, regardless
of their immunization history, they should receive
the second vaccination at 6 MPV and then every
12 months. Cattle under 18 months should be
vaccinated at least three times every 6 months
and every 12 months thereafter,

It is important to stress that the quality of
the antigens utilized and the high percentage of
vaccination coverage are fundamental to the suc-
cess of a regional foot-and-mouth disease control
campaign.
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USO DE UN BANCO DE DATOS COMPUTARIZADO
PARA HACER EL SEGUIMIENTO DE ANTIGENOS DE LA FIEBRE AFTOSA
ALMACENADOS POR LARGOS PERIODOS DE TIEMPO

C. House', R. Monsell*, D. Soroka®

RESUMEN

Se ha desarrollado un banco de datos, utilizan-
do un programa comercialmente disponible, para
monitorear datos de la produccion del antigeno
viral de la fiebre aftosa, almacenados a largo plazo.
Con este sistema, el guardar y recobrar la informa-
cion y los procedimientos, en varios lugares fisicos,
se hace de forma inmediata y segura, lo que es
esencial para movilizar vacunas en una emergencia.
También es un método conveniente para exami-
nar la tendencia de la produccién, procurar com-
porientes, providenciar informes de rutina y actua-
lizar los registros referentes al antigeno de la vacu-
na almacenado.

INTRODUCCION

El almacenamiento a largo piazo del antigeno
viral de la fiebre aftosa, para la preparacion de va-
cunas en caracter de emergencia, se utiliza en
Francia (7, 3}, Dinamarca (2), Alemania y Estados
Unidos de América en cooperacion con Canada y
México. Estos antigenos estan siendo evaluados
por numerosos procedimientos de pruebas y un
substancial volumen de datos se estd acumulando.

Los registros de estos antigenos almacenados
deben satisfacer un estandar fundamental: la recu-
peracion inmediata y precisa de los datos de pro-
duccion, pruebas, almacenamiento y disponibili-
dad de datos detallados de los procedimientos
efectuados en aios anteriores. La rapida recupe-
racion de esta informacion, posiblemente en varios

lPlum island Anima! Disease Center, United States
Department of Agricuiture. P.O. Box 848, Greenport,
New York 11944, US.A.

locales fisicos a la vez, es el primer paso para movi-
lizar el banco de vacunas de emergencia. Conse-
cuentemente hemos desarrollado un banco de
datos utilizando una computadora y un programa
comercialmente disponible para guardar esas infor-
maciones. Este sistema se utiliza también para el
inventario y pruebas de reactivos y para monito-
rear los procedimientos de diagnéstico para pro-
veer un programa continuo, integrado, con la
méxima padronizacion entre las secciones del
laboratorio del Centro de Enfermedades de Ani-
males de Plum lsland (PIADC).

METODOLOGIA Y RESULTADOS

1. Computadora y programas (PDP11), Centro

de Procesamiento de Palabras

Se utiliza ia computadora PDP11/34 (Corpora-
cion de Equipos de la Digital (DEC), Maynard,
Massachusetts) y el lenguaje de alto nivel de admi-
nistracion de archivos Datatrieve® (DEC). El sis-
tema “‘Datatrieve’” es semejante al “COBOL" en
su estructura y sintaxis.

2. Protocolos

Las instrucciones sobre los protocolos estin
grabadas en el banco de datos en la computadora
y en el Centro de Procesamiento de Palabras.
Copias impresas de estas instrucciones se envian
a cada laboratorio.

Los nameros del protocolo se asignan en una
secuencia de tres digitos con la inicial reflejando
la categoria: Formulas - 001-299; Protocolos de
Produccion - 300-499; Protocolos de Pruebas -
500-599. Para permitir el ordenamiento, los pro-
tocolos se enumeran en forma consecutiva dentro
de cada serie, usdndose primero una palabra llave
en el titulo.
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3. Identificacion de los antigenos

Ei proceso de produccion de antigeno incluye
cuatro etapas, de las cuales las subunidades agru-
padas forman una unidad mayor. Cada subunidad
tiene un nombre, nimero y conectores exclusivos
con la unidad subsiguiente. Las subunidades, lotes,
partidas, ‘‘pools” y series forman su nimero Gnico
con la inicial (L, B,P o S) y la fecha (afio/mes/dfa).
Asi, L830102 es un lote preparado el 2 de enero
de 1983. Como en su produccion cada unidad atra-
viesa varios pasos, se utiliza una columna de ‘etapa
de produccion’ en cualquier fecha de la prueba. De
esta manera, el origen de todos los componentes y
todas las pruebas aplicadas a los componentes
pueden identificarse.

4. Dominios

Para cada unidad se prepara un dominio dentro
del Datatrieve® (“lots”, ‘‘batches’”, “pool” vy
“serials’”’ —lotes, partidas, ‘‘pool” y series—). Ei
dominio se iguala con un archivo o divisién prin-
cipal. La informacién principal sobre los compo-
nentes individuales se guarda para crear un registro
dentro del dominio. A cada categoria en el registro
se le llama campo y cualquier informacion puede
ordenarse por el nombre del campo. Por ejemplo,
dentro del dominio ‘lotes’ un registro del lote
incluye los campos ‘nimero de identificacion’,

‘tipo de virus’, ‘volumen’, ‘fecha de cosecha’, ‘tipo
de célula’, ‘fecha de la semilla’, ‘nimero del lote
del suero’, ‘referencia del medio’, “fecha’ y ‘tipo
de inactivacion’, y ‘disposicién dentro de una par-
tida’, que es la proxima unidad mayor. Ei registro
de la partida incluye ‘nimero de identificacion’,
‘nimero’ e ‘identificacion de los componentes’,
‘fecha de preparacion’, ‘volumen’ y ‘disposicion’
dentro de la préxima unidad mayor, que es el
“’pool”. Nuestro registro de “pool” incluye ‘ntime-
ro de identificacion’, ‘tipo de virus’, ‘nimero’ e
‘identificacion de los componentes’, ‘fecha del
concentrado’, ‘volumen’, ‘lugar del almacenamien-
to’ y ‘dosis calculadas’.

Todas las pruebas son registradas en el domi-
nio ‘prueba’. Cada registro de prueba incluye la
identidad del lote, partida, “pool” o serie, el es-
tado de la produccion dentro de esa unidad (por
ejemplo, cosecha, después de la inactivacion),
tipo de prueba, nimero del protocolo de la prueba
y el resultado y su fecha. Una prueba pendiente
puede indicarse registrando los resultados con ‘?*
y las fechas con una proyeccion de la fecha de la
lectura final.

Por el sistema Datatrieve® se pueden ordenar y
jocalizar registros por cualquiera de sus campos.
Por ejemplo, localizar todas las pruebas de un lote
determinado (Cuadro 1) facilita el monitoreo de

CUADRO 1. /nforme de lotes

Identidad
iD-lote Estado Prueba Resultado Fecha

L820312
Cosecha FC 60 16-mar-82
Después CFG FC 60 16-mar-82
Después inact. FC 60 25-mar-82
Cosecha Esteril. Aprobado 29-mar-82
Después CFG Esteril. Aprobado 29-mar-82
Después inact. Esteril. Aprobado 7-abr-82
Inactiv. O hr Placa 1,8x log7 18-mar-82
Inactiv. 1 hr Placa 2,0x log6 18-mar-82
Inactiv. 2 hr Placa 1,3x logd 19-mar-82
Inactiv. 3 hr Placa 3,0x logd 19-mar-82
Inactiv. 4 hr Placa 2,0x log3 22-mar-82
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un component2, o localizar todos los resultados de  ciéon de un componentc puede efectuarse gracias
una prueba determinada puede revelar tendencias a los conectores incluidos en los registros de la
de la produccién general (Cuadro 2). La localiza- unidad {(Cuadro 3).

CUADRO 2. Informe de pruebas

Produccién
tD-partida Estado Prueba Resuitado Fecha
B820615 Post-.gartida FC 60 28-jun-82
8820603 " " FC 60 6-jut-82
B820728 oo FC 60 12-jui-82
B820730 ” ' FC 60 30-jul-82
8820803 " " FC 60 3-ago-82
B820809 ” " FC 50 9-ago-82
B820816 . " FC 45 16-ago-82
8820823 “ ’ FC 40 23-ago-82
8820826 ” " FC 40 25-ago-82
B820902 ” " FC 50 2-sep-82
B820S813 " “ FC &n 13-sep-82
R320021 " " FC &0 21-sep-82
8820930 " . FC 60 30-sep-82
CUADRO 3. Movimiento de Ifnea de los fotes para terminar en vacuna en el PIADC
L/nea de L.inea de Linea
NO de ID Estado prueba resultado final
L820305 Después inact. Inact. kinét. Anprobado A produc.
B820325
B820325 Después inact. Inccul, Aprobado A “pool”
Esteril. Aprobado 820402
P820402 Antes concent. FC 60 Sigue
Esteril Aproba:io concent,
P820402 Después concent. FC 2930 Guardado
Esteril. Aprobado LN2
P820402 Guardado LN2 FC 2930 A “serial”
Estabil. Aprobadc “serial”
5820624 Prueba “serial’’ Seguridad Aprobado A
Potencia Aprchado vacuna
Estabil. Agprobado final
V830124 Vacuna Ssteril. Aprob:ado Embarque

830130
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5. Informes

El sistema Datatrieve® incluye ‘redactores de
informes’ que retnen datos para satisfacer nece-
sidades o areas de interés especificas. Un forma-
to especifico se adecta a las necesidades de cada
usuario. En los informes de la coleccién corrien-
te de datos las necesidades particulares se alcan-
zan sin necesidad de examinar otras informacio-
nes. Por ejemplo, el administrador puede controlar
el total de las dosis disponibles (Cuadro 4). El

CUADRO 4. Informe de dosis

personal de envase de emergencia estd interesado
en el lugar exacto del almacenamiento, las dosis y
volimenes (Cuadro 5). Asi, el mismo banco de
datos puede utilizarse de acuerdo con las necesi-
dades.

COMENTARIO

El acceso inmediato a los datos del antigeno del
virus de la fiebre aftosa almacenado ahorrard mo-
mentos valiosos que podrian ser criticos en una
movilizacion de emergencia de una vacuna. Al
mismo tiempo, los registros dindmicos proporcio-

Identidad Dosis nan un reconocimiento rapido de la tendencia de
{D-"pool” Tipo de virus calculadas  |a produccion, registros diarios, informes de rutina
y una organizada informacién continua de la pro-
Tipo y subtipo de virus Aza duccién de antigenos de vacunas y protocolos de
P820722 374.449  |os procedimientos de las pruebas.
©£820802 253974
R820812 289.341
PB20830 343.830 AGRADECIMIENTOS
£B20914 329.739
' Los autores expresan su agradecimiento al
Fotal éalt:,ulado A,s Dosis 1591333 Dr. J.H. Graves y al Sr. Walter Harris por su exce-
lente asistencia.
; CUADRO 5. Informe del “pool”
ident. Fecha Lugar Volumen Dosis
“poot ™ Tipo wirus concentrac. almacenam. (litros) calculadas
810917 Oy 17-sep-81 1-M32 8,3 87433
P811221 [o 2% 21-dic-81 1-M33 76 433.49%
P81122B 0y 28-dic-81 1-M34 6,5 53.930
P8201 13 (o3 13-ene-82 1-M35 7,5 78.954
P82012% (e 3 21-ene-82 1-M36 88 83.840
Pg20211 (o 11 11-feb-82 1-M37 9.3 145.324
P820225 o, 25-feb-82 1-M38 10,3 234.438
P820316 (o Y 16-mar-82 1-M39 7,7 98.638
P820325 (o 2 25~mar~82 1-M40 8,3 138.987
P820401 0y 1-abr-82 1-M41 8.2 238.143
P820428 Oy 28-abr-82 1-M42 10,2 194,297
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USE OF A COMPUTER DATABASE TO MONITOR
FOOT-AND-MOUTH DISEASE ANTIGENS IN LONG-TERM STORAGE

C. House', R. Monseil', D. Soroka®

SUMMARY

A computer database has been developed, using
commercially available software, to monitor
production and testing data on foot-and-mouth
disease viral antigen in long-term storage. This
system provides immediate and accurate retriev-
al of data and procedures at a number of physi-
cal locations, which is essential for mobilization
of emergency vaccine. Also, it is a convenient
method for examining production trends, tracing
components, providing routine reports and up-
dating records on stored vaccine antigen.

INTRODUCTION

Long-term storage of foot-and-mouth disease
viral (FMDV) antigen for emergency formuia-
tion of vaccine is practiced in France (7, 3),
Denmark (2), Germany and the United States
of America in cooperation with Canada and
Mexico. These antigens are being evaluated by
numerous test procedures, and a substantial
volume of data is accumulating.

The recordkeeping on these stored antigens
must meet one vital standard, the immediate and
accurate retrieval of production, test, storage, and
disposition data for detailed procedures performed
years earlier. The expedient retrieval of this infor-
mation, possibly at a number of physical locations
at once, is the first step in mobilizing the emergen-
cy vaccine bank. Consequentiy, we have developed
a computer database utilizing a computer and

1pjum Island Animal Disease Center, United States
Department of Agriculture. P.O. Box 848, Greenport,
New York 11944, U.S.A.

commercially available software to store these
records. This system is utilized also for inventory
and testing of reagents and monitoring diagnostic
procedures to provide a continuing integrated
program with maximum standardization between
laboratory sections at the Pium Island Animal
Disease Center,

METHODOLOGY AND RESULTS

1. Computer and Software (PDP11), Word Proc-
essing Center
The PDP11/34 computer (Digital Equipment
Corporation {DEC), Maynard, Massachusetts) is
utilized with the Datatrieve® (DEC) high-level file
management language. Datatrieve is similar to
COBO0L in structure and syntax.

2. Protocols

Protocol instructions are recorded in the com-
puter database and in the Word Processing Center.
Hard copies are provided to each laboratory.

Protocel numbers are assigned in a three-digit
sequence with the initial numbers reflecting the
category of the protcoo!: Formulas - 001-299;
Manufacturing protocols - 300-499; Assay proto-
cols - 500-699. Within each series, protocols are
numbered consecutively and keywords are used
as the first word in the title to allow sorting.

3. Antigen ldentification

The antigen production process involves four
instances in which subunits are assembled from a
larger unit. Each subunit has a unique name, num-
bers and linkers to the subsequent unit. Subunits,
lots, batches, pools, and serials develop their
unique number by the initial (L, B, P or S) and the
date {year/month/day). Therefore, L830102 is a
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lot prepared on January 2, 1983. As each unit
undergoes several production steps, a “stage of
production”” column is utilized for any assay data.
In this way, the origin of all components and all
tests applied to the components can be traced.

4. Domains

Within Datatrieve®, a domain is prepared for
each unit (lots, batches, pools, and serials). A
domain is equated with a file, or major division.
Major information about individual components
is entered to create a record within the domain.
Each category in the record is called a field, and
any information can be sorted by using the field
name. For example, within the domain “lots”,
one lot's record includes the fields “identifica-
tion number’’, “virus type’’, “volume”, “date of
harvest”, “cell type”, ‘“‘seed date”, “serum lot
number’”, “‘media reference’”, “date” and “‘type
of inactivation’’, and "‘disposition into a batch”,
the next larger unit. The batch record includes
“identification number’’, “number’’ and “identi-
fication of components”, “date of preparation”,
“yolume”, and “‘disposition’’ into the next larger
unit, a pool. Our pool record includes “identifi-
cation number’”, “virus type”, “‘number” and
“identification of components’”’, ‘‘date concen-

trated”, “volume”, '‘storage location” and ‘‘cal-
culated doses”.

Ali testing is recorded under the domain
“assay””. Each assay record includes the identity
of the lot, batch, pool or serial, the stage of pro-
duction within that unit (i.e., harvest, after inac-
tivation), the type of assay, the protocol number
of the assay, and the result and date. A test
pending completion can be indicated with results
entered as ‘?", and date entered as the projected
date of final reading.

The Datatrieve® system can sort and locate
records by any of the fields. For example, lo-
cating all assays on a particular lot {Vable 1},
facilitates monitoring a component, or locating
all results of a particular assay may reveal general
production trends {Table 2). Tracing a component
can be accomplished because of the links written
into the unit records (Table 3).

5. Reports

The Datatrieve® system features ‘‘report
writers’’ which assemble date to meet particular
needs or areas of interest. A particular format
is tailored to each user's needs. The current
coliection of data is reported so that particu-
lar needs are met without scanning extraneous

TABLE 1. Lot report

Lot-1D Stage Test Result Date

L820312
Harvest CF 60 16-Mar-82
After CFG CF 60 16-Mar-82
After inact. CF 60 25-Mar-82
Harvest Steril Pass 29-Mar-82
After CFG Steril Pass 29-Mar-82
After inact Steril Pass 7-Apr-82
Inact O hr Plagq 1.8x Log7 18-Mar-82
Inact 1 hr Plag 2.0x Logb 18-~-Mar-82
Inact 2 hr Plaq 1.3x Logh 19-Mar-82
inact 3 hr Plaq 3.0x Logd 19-Mar-82
Inact 4 hr Plag 2.0x Log3 22-Mar-82
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TABLE 2. Test Report

Batch-ID Stage Test Resuits Date

B820615 AFT batch CF 60 28-Jun-82
B820603 “ " CF 60 6-Jul-82
B820728 " o CF 60 12-Jut-82
B820730 " " CF 60 30-Jul-82
B820803 ” " CF 60 3-Aug-82
8820809 ' “ CF 50 9-Aug-82
8820816 " " : CF 45 16-Aug-82
8820823 " ' CF 40 23-Aug-82
B820826 " " CF 40 26-Aug-82
B820902 ° " CF 50 2-Sep-82
B820913 oo CF 60 13-Sep-82
8820921 oo CF 60 21-Sep-82
8820930 oo CF 60 30-Sep-82

TABLE 3. Line flow of lots to end in vaccine on PIADC

{D number Stage _ Line test Line resuit Line end
L.820305 AFT inact Inact kin Pass To batch
B820325
B820325 AFT batch Innoc Pass To pool
Sterii Pass P820402
P820402 Pre conc CF 60 To post
Steril Pass Conc
P820402 Post conc CF 2930 Stored
Steril Pass LN2
P820402 Store LN2 CF 2930 To
Stability Pass Serial
$820624 Serial test Safety Pass To
Potency Pass Final
Steril Pass Vaccine
v830124 Vaccine Steril Pass » Ship
830130

information. For example, the administrator exact storage location, doses and volumes
can monitor the total doses on hand (Tabie 4). (Table 5). The same database is thus custom-
The emergency bottling staff is interested in ized.
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TABLE 4. Dose report
Calculated
Pool 1D Virus type dose
Virus type and subtype Asy
P820722 374,449
P820802 253974
P820812 289,341
P820830 343,830
P820914 329,739
Calculated total Aszg Doses 1,591,333

DISCUSSION

Immediate access to data developed for the
FMDV antigen in storage will save valuable mo-
ments which would be critical in emergency
mobilization of a vaccine. In the meantime, the
dynamic records provide rapid recognition of
production trends, day-to-day recordkeeping, rou-
tine reports and an organized continum of vaccine
antigen production and assay procedure protocols.
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TABLE 5. Pool report

Date Storage Volume Calculated
Pools ID Virus type concentrated location liters doses

P810917 0y 17-Sep~-81 1-M32 6.3 87,433
P8t1221 O 21-Dec-81 1-M33 76 133,495
P811228 O 28-Dec-81 1-M34 6.5 53.930
P820113 Oy 13-Jan-82 1-M35 75 78.954
P820121 (o 21-Jan-82 1-M36 8.8 83,840
P820211 0, 11-Feb-82 1-M37 93 145,324
P820225 O, 25-Feb-82 1-M38 10.3 234,438
P820315 0y 15-Mar-82 1-M39 7.7 98,638
P820325 (o] 25-Mar-82 1--M40 8.3 138,987
P820401 0, 1-Apr-82 1-M41 9.2 238,113
P820428 0O, 28-Apr-82 1-M42 10.2 194,297
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Texto en inglés. Investigacion sobre enfermedades de animales salvajes y desarrollo econémico. Pro-
cedimientos de un taller realizado enKabete, Kenya, sept. 1980. 16-18, 1981. (FMD Bull Wellcome 21
(9): 82/81, 1982). [ Departament of Veterinary Services, Wellcome Institute for Research on Foot and

Mouth Disease, P.O. Box 18021, Nairobi, Kenya]

Funcion del animal salvaje en la epidemiologia de
la fiebre aftosa en Kenya

Se examinaron 17 especies de animales salvajes
para detectar anticuerpos contra el virus aftoso e
intentdse aislar virus procedente de la garganta de
estos animales. Se detectaron anticuerpos en siete
especies y fue recobrado virus vivo de bufalos. En
experimentos de exposicion controlada en labora-
torio, ninguna de las cuatro especies examinadas
desarrollo signos clinicos de la enfermedad. im-
pala y animal salvaje hospedaron virus en la gargan-
ta solo siete dias y eland durante 32 dias. El bGfa-
lo permanecié portador por un minimo de 280
dias tras exposicion de laboratorio y por lo menos
dos aflos tras exposicion natural, pero fallé el in-
tento de transmitir la enfermedad a bovinos. Se
llegd a la conclusion de que el bufalo es la Unica
especie de animal salvaje probable de transmitir
la fiebre aftosa a animales domésticos, pero para
que la transmision ocurra, seria necesario un con-
tacto estrecho entre los animales.

ARAMBURU, H.G. & CHIALVO, E.J.

The role of wildlife in the epidemiology of :foqt-
and- mouth disease in Kenya

Seventeen wildlife species were surveyed for
serum antibodies to foot-and-mouth. disease
virus and attempts made to isolate virus from the
throats of these animals. Antibodies were detected
in seven species and live virus was recovered from
buffaloes. In controlled laboratory exposure ex-
periments, none of the four species examined
developed clinical signs of disease. Impala and
wildebeest harboured virus in the throat for not
more than seven days and eland for 32 days.
Buffalo remained carrier for at least 280 days
following laboratory exposure, and for at least
two vyears following natural exposure, but an
attempt to transmit the disease to cattle was
unsuccessful. It is concluded ' that the buffalo
is the only wildlife species in Kenya recognised
as likely to be involved in the transmission of
foot-and-mouth disease to domestic animals,
but that close contact between the species would
be necessary to allow trasmission to occur.

Texto en espafol. Gac. Vet.(B.Aires) 43: 133-145, 1981. (FMD Bull. Wellcome 21 {7):82/70, 1982)
{Cstedra de Microbiologia, Fac. Cienc. Vet., Universidad de Buenos Aires, Argentina]

Conservacion de vacuna antiaftosa

Botellas desempaquetadas de vacuna antiafto-
sa se ajustaron rapidamente a varias temperaturas
de ambiente. Cajas construidas con poliuretano
de 18mm de espesor fueron eficaces en aislar la

Preservation of foot-and-mouth disease vaccine
Unpacked bottles of FMD vaccine were rapid-
ly adjusted to various ambient temperatures. Boxes
made from 18mm-thick polyurethane were ef-
ficient in insulating the vaccine under a variety
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vacuna bajo una variedad de condiciones; siempre
que hubieron bolsas refrigeradas dentro de la caja
fue posible mantener la vacuna abajo de 15°C por
un periodo de 36 horas. Las botellas de plastico
demostraron ser mejores aislantes que las de vi-
drio. En la ausencia de cajas aislantes o refrige-
radoras, la vacuna podria ser mantenida a 15°C
hasta 5 horas en un pozo de agua a una profundi-
dad de 7 metros. Tal sistema podria ser operado,
por ejemplo, durante campafias de inoculacién en
el campo.

of conditions; provided that there were refrigerat-
ed bags inside the box, it was possible to keep the
vaccine below 15°C for up to 36 hours. Bottles
made of plastic proved to be better insulators that
those made of glass. In the absence of refrigerators
or insulating boxes, vaccine could be kept at 15°C
for up to five hours in a water-well at a depth of
7 meters. Such a system could be operated, for
example, during vaccination campaigns in the
field.

BACHRACH, H.L., MORGAN, D.O., McKE RCHER, P.D., MOORE, D.M,, ROBERTSON, B.H.
Texto en inglés. Vet. Microbiol. 7: 85-96, 1982. (FMD Bull, Wellcome 21 (8):82/77, 1982). [Plum
Island Animal Disease Center, Greenport, New York, 11944, US.A.]

Virus aftoso: inmunogenicidad y estructura de
fragmentos derivados de la proteina VP3 del
cépside y de virus conteniendo VP3 dividida

Se examinaron la proteina VP3 inmunogénica
de la cepa A119 del virus aftoso y 13, 15 y 16
fragmentos kilodalton de VP3 obtenidos respecti-
vamente por division de bromuro de cianégeno y
tratamiento espontaneo de proteolisis y tripsina
con respecto a la homologia de aminoécido e
inmunogenicidad. Vacunas compuestas de 100 ug
de VP3 o fragmento péptido y adyuvante oleoso
protegieron a cerdos contra desafio con virus viru-
lento, aunque vacunas conteniendo el fragmento
kilodalton 13 6 15 no produjeron titulos de anti-
cuerpos neutralizantes elevados. Virus con protei-
na VP3 del cipside dividido espontaneamente o por
tripsina fue tan eficaz en cerdos como el virus sin
tratar. Vacuna con 100 ug de VP3 o el producto
kilodalton 13 y adyuvante oleoso protegi6 a bovi-
nos contra el desafio. Liofilizacién anterior de
VP3 debilitod la potencia de la vacuna. Secuencias
aminoécidas de los 15 aminoacidos del terminal N
del VP3 y los fragmentos kilodalton 13 y 15 mos-
traron homologia entre VP3 y el péptido kilodal-
ton 15, pero no el fragmento kilodalton 13, indi-
cando que los determinantes inmunogénicos se
encuentran localizados dentro de una region de
superposicion de los fragmentos kilodalton 13 y
156. Secuencia del cADN preparado al genoma
virico ARN situo esta region en el sequndo y tercer
cuartos de VP3.

Foot-and-mouth disease virus: immunogenicity
and structure of fragments derived from capsid
protein VP3 and of virus containing cleaved VP3

The immunogenic protein VP3 of foot-and-
mouth disease virus strain A119 and 13, 15 and 16
kilodalton fragments of VP3 obtained respectively
by cyanogen bromide cleavage, spontaneous
proteolysis and trypsin treatrnent were examined
for immunogenicity and amino acid homology.
Vaccines composed of 100ug of VP3 or peptide
fragment and oil adjuvant protected swine against
challenge with virulent virus, although vaccines
containing either the 13 or 15 kilodalton frag-
ment did not induce high neutralising antibody
titers. Virus with capsid protein VP3 cleaved spon-
taneously or by trypsin was as potent in swine as
untreated virus. Vaccine incorporating 100 ug of
VP3 or the 13 kilodaiton product and oil adjuvant
protected cattle against challenge. Prior lyophili-
zation of VP3 impaired the potency of the vac-
cine. Amino acid sequences of the 15 amino acids
at the N-termini of VP3 and the 13 and 15 kilodal-
ton fragment showed homology between VP3 and
the 15 kilodalton peptide but not the 13 kilodal-
ton fragment, indicating that the immunogenic
determinants are located within an overlap region
of the 13 and 15 kilodalton fragments. Sequencing
of cDNA prepared to viral genome RNA placed
this region in the second and third quarters of
VP3. :
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BARTELING, S.J., WAGENAAR, F., GIELKENS, A.L.J.
Texto en inglés. J. gen. Virol. 62 (2): 3567-361, 1982: (FMD Bull. Wellcome 21 (11):82/106,.1982).
[Virology Department, Central Veterinary Research Institute, Houtribweg 39, 8221 RA Lelystad,

Netherlands]

La proteina virica (VP,} estructural cargada posi-
tivamente de virus aftoso (tipo O;) contiene una
parte altamente basica que podria estar implicada
con las primeras interacciones virus-célula

Fueron analizados polipéptidos de variantes re-
sistentes a la tripsina de la cepa de virus aftoso O,
BFS 1860 (OTR) mediante electroenfoque y elec-
troforesis en gel de doble dimensién. Contrario al
virus paterno, la tripsinizacion de estas variantes
no redujo su infectividad ni su habilidad para aco-
plarse a células susceptibles, aunque VP, fue di-
vidida como en el virus paterno. En un aislamiento
clonizado, OTR,, se encontrd un polipéptido adi-
cional, VP4, con un peso molecular aproximado
de 31K que se parecia a VP; (28K) en que estaba
cargada positivamente y dividida por tripsina en un
polipéptido 18K neutra!l (P18) y un fragmento
6K fuertemente basico (P6). Estos descubrimien-
tos apoyan a hipotesis que VP, es VP, alargada
al final del terminal C. De estudios cADN sobre el
aislamiento estrechamente relacionado con O,
Kaufbeuren se noté que una mutacion de punto
Unico crearia un lugar de division alternativa 25
aminoacidos hacia abajo. Fragmentos P18 proce-
dentes de virus paterno y de virus de progenie
OTR se concentraron a idéntico pH, pero fragmen-
tos P6 de variantes OTR fueron todavia mas car-
gados positivamente que PE del virus paterno. La
diferencia en carga podria ser responsable del aco-
plamiento celular retenido de los virus OTR tripsi-
nizados.

BELLLHOUSE, R., BAKER, K.B., HEDGER, R.S.

The positively charged structural virus protein
{VP,) of foot-and-mouth disease virus (type O,)
contains a highly basic part which may be involved
in early virus-cell interaction

Polypeptides of trypsin-resistant variants of
foot-and-mouth disease virus strain O;BFS 1860
(OTR) were analysed by electrofocusing and two-
dimensional gel electrophoresis. Unlike the parent
virus, trypsinisation of these variants did not re-
duce their infectivity and their ability to attach to
susceptible cells, although VP, was cleaved as in
the parent virus. In one cloned isolate, OTR,, an
additional polypeptide, VP, with an approximate
molecular weight of 31K was found which resem-
bled VP, (28K) in being positively charged and
cleaved by trypsin into a neutral 18K polypeptide
(P18) and a strongly basic 6K fragment (P6j.
These findings support the hypothesis that VP4
is VP;, elongated at the C terminal end. From
cDNA studies on the closely related isoiate O,
Kaufbeuren it was noted that a single point muta-
tion would create an alternative cleavage site 25
amino acids downstream. P18 fragments from
parent and OTR progeny viruses focused at
identical pH, but P6 fragments of OTR variants
were even more positively charged than P6 of the
parent virus, This difference in charge may be
responsible for the retained cell attachment ability
of trypsinised OTR viruses.

Texto en inglés. Vet. Rec. 110 (15): 357-358, 1982. (FMD Bull. Wellcome 23 (4): £2/38, 1982).
[Veterinary investigations Centre, Quarry Dene, Weetwood Lane, Leeds, England]

Contrainmunocelectroforesis en el diagnostico y
vigilancia serolégica de la enfermedad vesicular del
cerdo

Ha sido comparada la prueba contrainmuno-
electroforesis (CIEPT) con las pruebas de serc-
neutralizacion y de inmunodifusion doble para

Counter immunoelectrophoresis in the diagnosis
and serological surveillance of swine vesicular
disease

The counter immunoelectrophoresis test
(CIEPT) has been compared with serum neutraliza-
tion and double immunodiffusion tests for the
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el diagnostico y vigilancia serologica de la enferme-
dad vesicular del cerdo. Se utilizaron dos grupos de
sueros en la comparacién; probaronse a ciegas un
grupo de 908 sueros por CIEPT y el otro grupo
{778 sueros) consistia de muestras de campo pro-
cedentes de establecimientos infectados y sospe-
chosos. En general, las pruebas CIEPT y de inmu-
nodifusién doble resultaron menos sensibles que
las de seroneutralizacion. Sin embargo, la sensibi-
lidad de CIEPT podria ser aumentada ampliando el
tamafio de las cavidades seroldgicas en el gel a
3mm de diametro. En general, la CIEPT era reali-
zada facilmente v dio resultados en menos de dos
horas. También era econémica en el uso de reagen-
tes. De los 1686 sueros examinados no se detecta-
ron resultados falso-positivos.

diagnosis and serological surveillance of swine
vesicular disease. Two groups of sera were used in
the comparison; a group of 908 sera was tested
blind by CIEPT and the other group (778 sera)
comprised field samples from infected and suspect
premises. Overall, CIEPT and double immunodif-
fusion were less sensitive than serum neutralisa-
tion. However, the sensitivity of CIEPT could be
improved by increasing the size of the serum wells
in the gel to 3mm diameter. In general, the CIEPT
was simple to perform and gave results within two
hours. It was also economical in the use of rea-
gents. No false-positive results were detected out
of the 1686 sera tested.

BITTLE, J.L., HOUGHTEN, R.A., ALEXANDER, H., SHINNICK, T.M., SUTCLIFFE, J.G., LERNER,

R.A. ROWLANDS, D.J., BROWN, F.

Texto en inglés. Nature 298 (5869): 30-33, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 {7): 82/67, 1982). [Re-
search Institute of Scripps Clinic, La Jolla, California 92037, U.S.A.]

Proteccion contra la fiebre aftosa por immuniza-
ci6n con un péptido sintetizado quimicamente
pronoesticado desde la secuencia nucleétida virica

Se sintetizaron siete péptidos procedentes de la
proteina VP, del virus aftoso, cepa 0, Kaufbeu-
ren, correspondientes a distintas regiones de la mo-
lécula, unidos a hemocianina de lapa (keyhole lim-
pet) e inoculados en conejos. Fue elicitada una res-
puesta de anticuerpo neutralizante virico por los
péptidos en la region media y al término-carboxido
de la molécula, o sea las regiones 141-160 y 200-
213. Luego se inocularon cobayos con conjugados
péptidos. Los resultados demostraron la efectivi-
dad de! péptido 141-160 en producir anticuerpo
neutralizante y proteccion contra infeccion por de-
saffo a los 35 dias después de inoculacion. La res-
puesta de anticuerpo fue mucho mas alta que
aquella a una cantidad parecida de VP, preparada
por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS.
Trabajo preliminar en bovinos y cerdos indico
que el péptido sintético 141-160 podia inducir
una respuesta de anticuerpo suficiente para prote-
ger contra la enfermedad.

Protection against foot-and-mouth disease by im-
munization with a chemically synthesized peptide
predicted from the viral nucleotide sequence

Seven peptides from the VP, protein of foot-
and-mouth disease virus strain O; Kaufbeuren,
corresponding to different regions of the mole-
cule, were synthesized, coupled to keyhole limpet
haemocyanin and inoculated into rabbits. A virus
neutralizing antibody response was elicited by the
peptides in the middle region and at the carboxy-
terminus of the molecule, i.e. those spanning
regions 141-160 and 200-213. Guinea pigs were
then inoculated with the peptide-conjugates. The
results demonstrated the effectiveness of peptide
141-160 in producing neutralizing antibody and
protecting against challenge infection at 35 days
after inoculation. The antibody response was
much higher than that to asimilar amount of VP,
prepared by SDS-polyacrylamide gel electropho-
resis. Preliminary work in cattle and pigs indicated
that the synthetic peptide 141-160 could induce
an antibody response sufficient to protect against
the disease.
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BLACKWELL, J.H., RICKANSRUD, D., McKERCHER, P.D., McVICAR, JW,
Texto en inglés. J. Food Sci. 47: 388-392, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 (8):82/72,1982). [Plum
island Animal Disease Center, Greenport, New York, 11944, US.A.]

Efecto del proceso termal sobre la sobrevivencia
del virus aftoso en la carne molida

Se estudiaron los procesos de la cocina comer-
cial sobre la sobrevivencia del virus aftoso tipo O
en tejidos de ganado infectado y en productos
de carne molida conteniendo estos tejidos. El virus
sobrevivio en tejidos de ganglio linfatico calentado
durante 2 horas a 69°C, por 1 hora pero no por
dos horas a 82°9C y por 15 minutos y no por 30
minutos a 90°C. La incorporaciéon de 1% de
cloruro de sodio a suspensiones de ganglios linfa-
ticos infectados intensifico la sobrevivencia de
virus después de calentar por 30 minutos, pero no
1 hora a 90°C. El virus no sobrevivio ni en la carne
molida de vaca ni en albondigas contaminadas con
tejido de ganglio linfatico infectado, al ser proce-
sada a temperaturas internas superiores de 93,3°C
utilizando procedimientos de proceso termal co-
merciales.

Effect of thermal processing on the survival of
foot-and-mouth disease virus in ground meat

The effects of commercial cooking processes
on the survival of a type O; foot-and-mouth
disease virus in tissues from infected cattle and
in ground meat products containing these tissues
were studied. Virus survived in lymph node tissues
heated for 2 hours at 69°C, for 1 hour but not for
2 hours at 82°9C and for 15 minutes, but not 30
minutes at 90°C. The incorporation of 1% sodium
chloride into suspensions of infected lymph nodes
enhanced viral survival after heating for 30 min-
utes but not 1 hour at 90°C. Virus did not survive
in either ground beef or meatballs contaminated
with infected lymph node tissue, when processed
to internal temperatures in excess of 93.39C using
commercial thermal processing procedures.

BURROWS, R., MAN, J.A., GARLAND, AJ.M., GREIG, A., GOGDRIDGE, D.
Texto en inglés. J. comp. Path. 91 (4): 5699-609, 1981. (FMD Bull. Wellcome 21 (1): 82/1, 1982).
[Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England}

La patogénesis de la infeccion aftosa natural y
simulada en ganado

Han sido investigadas las primeras etapas de lo-
calizacidn de virus aftoso y su muitiplicacion en
bovinos por medio de muestra secuencial proce-
dente de la faringe y mediante titulaciones de te-
jido tras sacrificio de los animales. Fue recobrado
virus de la faringe de 30 de 37 bovinos expuestos
por contacto directo o indirecto o a aerosoles vi-
ricos durante uno o méas dias antes de la detec-
cion de viremia. En comparacion con otras re-
giones, solo fueron recobradas pequefias canti-
dades de virus de la mucosa nasal de 4 de 14
animales sacrificados antes del comienzo de la
viremia y de 6 de 12 animales virémicos. Es
probable que la mucosa nasal sea un lugar se-
cundario y no primario del desarrolio virico. Las

The pathogenesis of natural and simulated natural
foot-and-mouth disease infection in cattle

The early stages of foot-and-mouth disease
virus localization and multiplication in cattle have
been investigated by sequential sampling from the
pharynx and by tissue titrations foilowing slaugh-
ter. Virus was recovered from the pharynx of 30
of 37 cattle exposed by direct or indirect contact
or to virus aerosols for one or maore days before
the detection of viraemia. By comparison with
other regions, only small amounts of virus were
recovered from the nasal mucosae of 4 of 14
cattle killed prior to the onset of viraemia and
from 6 of 12 viraemic animals. It was likely that
the nasal mucosae were secondary and not primary
sites of virus growth. The quantities of virus
recovered from trachea, bronchi and lungs were
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cantidades de virus recobradas de la traquea,
bronquios y pulmones no fueron suficientes para
sugerir desarrollo virico en el tracto respiratorio
inferior. Se recobraron cantidades relativamente
grandes de virus de tejidos linfoides y mucosa de
la region faringea. Estos resultados apoyaron la
opinién de que la trayectoria principal de entra-
da de virus y e! lugar de infeccion primaria se en-
contraban en la region faringea.

CLARKE, J.B.

not sufficient to suggest virus growth in the lower
respiratory tract. Relatively large amounts of virus
were recovered from the mucosae and lymphoid
tissues of the pharyngeal region. These findings
supported the view that the main pathway of
virus entry and the site of primary infection was
in the pharyngeal region.

Texto en inglés. Ph, D. Thesis, University of Reading, 1981. (FMD Bull. Wellcome 21 (4): 82/37,
1982). {Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England]

La susceptibilidad de las células BHK a infeccién
con distintas cepas de virus aftoso

Las poblaciones celulares en suspension y de
monocapa BHK mantenidas en distintos laborato-
rios variaron en su susceptibilidad en relacién con
distintas cepas de virus aftoso. Estudios de cloni-
zacion indicaron que poblaciones BHK consistian
de tipos de células que podian expresar, cada una,
distinta capacidad para producir virus. La suscep-
tibilidad general de una poblacién es una funciéon
del nimero relativo de células susceptibles y no
susceptibles presentes. Cepas de virus variaban en
su habilidad para replicar en las distintas poblacio-
nes BHK clonizadas y sin clonizar. Pérdida de sus-
ceptibilidad por una poblacion BHK originalmente
susceptible no tenia que ser relacionada necesaria-
mente al nivel de pasaje. Aunque la susceptibilidad
baja a los virus correlacionaba con niveles elevados
de transformacion, existian niveles intermedios.
La replicacion de virus en células resistentes no es-
taba restringida por ta falta de union de virién a la
superficie celular. Eficacia reducida de penetracion
de viridbn podria contribuir a un descenso en la efi-
cacia de la producciéon de virus. Sin embargo, la
restriccion principal sobre el crecimiento de virus
ocurrié durante la sintesis y proceso de macromo-
léculas y/o las primeras etapas de su formacion.

The susceptibility of BHK cells to infection with
different strains of foot-and-mouth disease virus
The BHK monolayer and suspension cell popu-
lations maintained in different laboratories varied
in their susceptibility to different strains of foot-
and-mouth disease virus. Cloning studies indicated
that BHK populations consisted of cell types
which could each express a different capacity to
produce virus. The overall susceptibility of a popu-
lation is a function of the relative numbers of
susceptible and insusceptible cells present. Virus
strains varied in their ability to replicate in the

different cloned and uncloned BHK populations.

Loss of susceptibility by an originally susceptible
BHK population was not necessarily related to its
passage level. Although low susceptibility to
viruses correlated with high levels of transforma-
tion, there were intermediate levels. Virus replica-
tion in resistant cells was not restricted by lack of
virion attachment at the cell surface. Reduced
efficiency of virion penetration may contribute to
lowered efficiency of virus production. However,
the main restriction on virus growth occurred
during the synthesis and processing of viral ma-
cromolecules and/or the earliest stages of their
assembly.
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COUDERT, M., FEDIDA, M., BLANCOU, J., ANDRAL, L., SILVA CRISPIM, L.
Texto en francés. Recl. Med. vet. 157 (10): 717-723, 1981. (FMD Bull. Wellcome 21 (10): 82/98,
1982). [ Laboratoire nationale de pathologie bovine, B.P. 33, 69342 Lyon Cedex. France]

Esdudic cinético de las reacciones humorales en
bovinos inoculados contra la rabia y la fiebre
aftosa

Fueron enstudiados los niveles de anticuerpos
contra virus de la rabia y de la fiebre aftosa, du-
rante un periodo de 800 dias, en bovinos que
habian recibido vacuna contra la rabia, vacuna
antiaftosa o una vacuna combinada. Se estudia-
ron animales con historia anterior de vacunacion
y animales que no habian sido inoculados pre-
viamente. La proteccion conferida por la vacuna
mixta no parecia distinta a la clase de proteccion,
dada por la vacuna contra la rabia o la antiaftosa
administrada por si sola. Se concluye que para
preservar un nivel de formacion de anticuerpos
suficiente es necesario reinocular a intervalos
constantes.

DOEL, T.R. & COLLEN,T.
Texto en ingiés. J. Biol. Stand. 10: 69-81, 1982
Virus Research Insitute, Pirbright, Woking, Surrey,

Valoracion cualitativa de particulas 146S de virus
aftoso en preparaciones destinadas para vacunas

Se examind una serie de preparaciones viri-
cas aftosas con relacion a proteolisis de la protei-
na virica VP;. Generalmente, la degradacion de
VP, fue observada solamente en preparaciones
viricas concentradas que habian sido conserva-
das a 49C. La adicion del inhibidor de enzima
proteolitica Trasylol o 1% de suero de buey a
los concentrados inhibieron la proteolisis de VP
en algunas preparaciones. El tratamiento de la
cepa O, BFS 1860 con una gama de enzimas mos-
tré que la division VP, estaba siempre asociada con
una reduccion en la potencia en cobayos de vacu-
na preparada del virus. Fueron obtenidos resul-
tados parecidos con otras seis cepas de virus
tratadas con tripsina.

Kinetic study of the humoral reactions in cattle
vaccinated against rabies and foot-and-mouth
disease -

The - antibody levels to rabies and foot-and-
mouth disease viruses were studied over 800
days in cattle which received either a rabies
vaccine, a foot-and-mouth disease vaccine or
a combined vaccine. Animals with a previous
vaccination history and animais which had not
been previously vaccinated were studied. The
protection conferred by the mixed vaccine did
not appear to differ from that provided by either
the rabies or the foot-and-mouth disease vaccine
alone. It is concluded that revaccination at regu-
lar intervals is required to preserve a sufficient and
steady level of antibody formation against both
diseases.

. (FMD Bull. Wellcome 21 {6):82/56, 1982). [Animal
England]

Qualitative assessment of 146S particles of foot-
and-mouth disease virus in preparations destined
for vaccines

A range of foot-and-mouth disease virus prepa-
rations have been examined for proteolysis of the
viral protein VP;. In general, degradation of VP,
was observed only in concentrated virus prepara-
tions which had been stored at 4°C. The addition
of the proteolytic enzyme inhibitor Trasylol
or 1% ox serum to the concentrates inhibited
the proteolysis of VP, in some preparations.
Treatment of the O,BFS 1860 strain with a
range of enzymes showed that cleavage of VP,
was always associated with a reduction in potency
in guinea pigs of vaccine prepared from the virus.
Similar results were obtained with six other virus
strains treated with trypsin.
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DOEL, T.R. & STAPLE, R.F,

Texto en inglés. J. Biol. Stand. 10: 185-195, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 (9): 82/87, 1982).
[Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Elucién de virus aftoso procedente de vacunas
con adyuvante de hidroxido de aluminio y con
saponina

Fue examinada la elucién de distintas cepas de
virus aftoso procedentes de vacunas acuosas for-
muladas convencionalmente, con particular refe-
rencia a los efectos de la saponina sobre el proceso
de elucion. También se estimoé el grado de agrega-
cion o degradacion del virus elucido con el objeto
de determinar recuperaciones generales de virus
procedente de la vacuna. Pudo recobrarse hasta
70% de las particulas 146S de la mayoria de las
cepas de las vacunas adsorbidas por hidroxido de
aluminio, libres de saponina, mediante elucioén con
0,3M de fosfato a 7,6 pH. Aparte de una cepa, el
virus no elucié en forma agregada o degradada. La
presencia de saponina en la vacuna inhibib la elu-
cion de particulas 146S o 75S en distintos grados.
El nimero de recuperaciones de algunas cepas pro-
cedentes de vacunas conteniendo saponina, seria
probablemente suficiente para representar una
muestra estadistica con relacién a la prueba de ino-
cuidad, pero los niveles, frecuentemente pobres
de recuperacion en cuanto a algunas cepas, consi-
derarian el procedimiento de dudoso valor en
cuanto a pruebas de inocuidad para vacunas.

DUBRA, M.S,,
BASARAB, O.

LA TORRE, J.L.,

LEBENDIKER, M.,

The elution of foot-and-mouth disease virus from
vaccines adjuvanted with aluminium hydroxide
and with saponin

The elution of different strains of foot-and-
mouth disease virus from conventionally formu-
lated aqueous vaccines was examined with parti-
cular reference to the effect of saponin on the elu-
tion process. The degree of aggregation or degra-
dation of the eluted virus was also assessed in
order to determine overall recoveries of virus from
the vaccine. Up to 70% of 146S particles of most
strains could be recovered from saponin-free,
aluminium hydroxide-adsorbed vaccines by elution
with 0.3M phosphate at pH 7.6. Apart from one
strain, the virus did not elute in a degraded or ag-
gregated form. The presence of saponin in the
vaccine inhibited elution of 146S or 75S particles
to varying extents. Recoveries of some strains
from saponin-containing vaccines would probably
be sufficient for a statistically representative
sample for innocuity testing, but the often poor
levels of recovery for some strains would make
the procedure of doubtful value for innocuity
testing of vaccines.

SCODELLER, E.A,, VAZQUEZC,,

Texto en inglés. Trabajo presentado a la decimo-sexta Conferencia OIE FMD Com., Paris, 14-17 sep-
tiembre, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 (11): 82/109, 1982). [Centro de Virologia Animal, Serrano

661, 1414 Capital Federal, Argentina]

Inactivacion de virus aftoso mediante activacion
de endonucleasa asociada al virion

Ha sido desarroliado un proceso de inactivacion
para virus aftoso basado en la activacion de endo-
nucleasa asociada al virion. Se demostré que el
capside virico es impermeable a nucleasas externas
y tratamiento con detergente, que suprimid la ac-
tividad nucleolitica externa, no afect6 la degrada-
cion del ARN virico. Se concluydé que la nucleasa
estd localizada dentro del virién. Analisis de las

Inactivation of FMD virus by activation of virion-
associated endonuclease

An inactivation process for foot-and-mouth
disease virus has been developed based on the
activation of virion-associated endonuclease. It
was demonstrated that the virus capsid is imper-
meable to external nucleases and detergent trat-
ment, which removed external nucleolytic activity,
did not affect the degradation of viral RNA so it
was concluded that the nuclease is located within
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proteinas viricas indicaron que la actividad de la
nucleasa no estaba asociada con las proteinas del
capside. Las condiciones para activacion de la nu-
cleasa fueron optimizadas; incubacion a 37°C
a altas concentraciones de iones monovalentes a
pH alcalino. Se observd una curva de inactivacion
de primer crden, con una vida media de infecti-
vidad de 18,1 minutos al ser estudiadas las cepas
de virus de tipos O, A, C, SAT 1 y SAT 2. Una
vacuna formulada con antigeno inactivado de
endonucleasa fue tan eficaz en bovinos cuanto
el antigeno inactivado con AEI, permaneciendo
fos antigenos estables a 4°C por un periodo
minimo de seis meses.

the virion. Analysis of viral proteins indicated
that the nuclease activity was not associated
with the capsid proteins. The conditions for
activation of the nuclease were optimised; incuba-
tion at 37°C at high concentrations of monovalent
ions at alkaline pH. A first-order inactivation curve
was observed, with a mean infectivity half-life of
18.1 minutes when virus strains of types O, A, C,
SAT 1 and SAT 2 were studied. A vaccine formu-
lated from endonuclease inactivated antigen was
as potent in cattle as AEl-inactivated antigen and
the antigens were shown to remain stable at 49C
for at least six months.

DUBRA, M.S., LATORRE, J.L., SCODELLER, E.A., DENOYA, C.D., VAZQUEZ, C.
Texto en inglés. Virology 116 (1): 349-353, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 {7): 82/69, 1982). [Cen-
tro de Virologia Animal, Serrano 661, 1414 Capital, Argentina]

Niicleos en virus aftoso

Viriones de fiebre aftosa fueron disociados con
acetato de amoniaco y observados con un micros-
copio electrénico. Los productos principales de
desmontaje virico eran subunidades viricas 12S
o nucleos. Los nucleos aparecian como estructu-
ras esféricas y eran relativamente inestables al ser
propagados, congelados o descongelados o al ser
iratados a bajo pH. Al anadirse sulfato dextrano
a la incubacion fue posible analizar los nucleos
mediante ultracentrifugacion sobre gradientes de
glicerol. Los nlcleos sedimentaron a 45S pero
grandes cantidades de estructuras filamentosas,
posiblemente nlcleos desdoblados, también fue-
ron encontrados a indices de sedimentacion més
bajos. Los resultados indicaron que los ndcleos
estaban formados predominantemente por ARN
genémico dobiado en una configuracién compac-
ta esférica.

Cores in foot-and-mouth disease virus

Foot-and-mouth disease virions were dissoci-
ated with ammonium acetate and observed with an
electron microscope. The major products of viral
disassembly were 12S viral subunits or skullcaps
and cores. Cores appeared as spherical structures
and were relatively unstable upon spreading,
freezing and thawing or on treatment at low pH.
When dextran sulphate was added to the incuba-
tion mixture, it was possible to analyse the cores
by ultracentrifugation on glycerol gradients. The
cores sedimented at 45S but large amounts of
filamentous structures, possibily unfolded cores,
were also found at slower rates of sedimentation.
The results indicated that cores were predomi-
nantly formed by genomic RNA folded in a com-
pact spherical configuration.

DUCHESNE, M., GUERCHE, J., LEGRAND, B., PROTEAU, M., COLSON, X.
Texto en inglés. Dev. Biol. Stand. 50: 249-259, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 (3): 82/27, 1982).
[Laboratoire Roger Bellon, Centre de Recherches Veterinaires, B.P. 31, F-37190 Azay-le-Rideau, France]

Uso de virus aftosos altamente concentrados, pu-
rificados (por un método a gran escala) y conser-
vados en nitrégeno liquido a largo plazo para

The use of highly concentrated purified {by a large
scale method) and long term liquid nitrogen stored
foot-and-mouth disease viruses for the preparation
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la preparacidn de vacunas: control sobre calidad
fisico-quimica y pruebas de potencia tras conser-
vacion

La técnica a escala industrial para la concentra-
cion y purificacion de virus abarcé la adsorpcion
de particulas viricas a un compuesto formado por
polimero 6xido etileno y calcio. El complejo fue
luego separado especificamente por agentes calci-
cos. Mediante repeticion de este ciclo de adsorp-
cion/elucién tres veces, el virus resultante es con-
centrado aproximadamente 1000-veces y el grado
de pureza virica es superior a 50%. Virus inactiva-
do en gran cantidad preparado de esta forma fue
conservado en vapor de nitrogeno Iiquido hasta
ser utilizado para formular la vacuna., Ahora se
ha demostrado que antigeno aftoso purificado
conservado en esta forma durante varios afios
puede ser utilizado para formuiar vacunas efica-
ces. El virus conservado no mostré pérdida alguna
en concentracion de la particula 140S ni degrada-
cion de la proteina inmunogénica VP;. La antige-
nicidad e inmunogenicidad de las preparaciones
fueron retenidas después de la conseivacion.

of vaccines: physico-chemical quality controls
and potency tests after storage

The industrial-scale technique for concentra-
tion and purification of virus involved adsorption
of virus particles to a compound formed of ethy-
jene oxide polymer and calcium. The complex
was then dissociated specifically by calcium
chelating agents. By repeating this adsorption/
elution cycle three times, the resulting virus
is concentrated approximately 1000-fold and
the degree of viral purity is greater than 50%.
Bulk inactivated virus prepared in this way was
stored in liquid nitrogen vapor until required
for vaccine formulation. It has now been shown
that purified foot-and-mouth disease antigen
stored in this way for several years can be used
to formulate effective vaccines. The stored virus
showed no loss in 140S particle concentration
and no degradation of the immunogenic protein,
VP;. The antigenicity and immunogenicity of the
preparations were retained after storage.

FARID, A., REDA, |, MOUSSA, A.A.M., DAOUD, A.
Texto en inglés. J. Egypt. vet. med. Ass. 39 (1): 45-55, 1979. (FMD Bull. Wellcome 21 (2): 82/14,
1982). [Faculty of Veterinary Medicine, Cairo University, Cairo, Egypt]

Efectos de distintos inactivantes quimicos sobre
la antigenicidad e infectividad del virus aftoso

Se estudiaron los efectos de formaldeido
(0,05%), acetiletileneimina (0,05%), beta-propio-
lactona (0,05%) e hidroxilamina (0,25M) sobre
la infectividad y antigenicidad de la cepa Egipto
0,/2/72 de virus aftoso. Formaldeido no inacti-
v6 completamente el virus ni siquiera después
de 96 horas a 26°C. La acetiletileneimina a 37°C,
beta-propiolactona a 26°C e hidroxilamina a 23°C
inactivaron completamente el virus después de
8, 7 y 6 horas, respectivamente. Los resultados
de pruebas de fijacion del complemento indicaron
que la inactivacion quimica del virus no alteraba
de forma significativa su antigenicidad. Pruebas
de precipitacién en gel de agar mostraron que no
existian cambios en el contenido antigeno 140S
de preparaciones inactivadas por las distintas
sustancias quimicas.

The effect of different chemical inactivators on
the antigenicity and infectivity of FMD virus

The effect of formaldehyde (0.06%), acetyl-
ethyleneimine (0.05%), beta-propriolactone
(0.05%), and hydroxylamine (0.25M) on the
infectivity and antigenicity of the O, /2/72 Egypt
strain of foot-and-mouth disease virus was inves-
tigated. Formaldehyde did not completely inac-
tivate the virus even after 96 hours at 26°C.
Acetylethyleneimine at 37°C, beta-propriolactone
at 26°C and hydroxylamine at 23°C inactivated
the virus completely after 8, 7 and 6 hours respec-
tively. The results of complement fixation tests
indicated that chemical inactivation of the virus
did not significantly alter its antigenicity. Agar gel
precipitation tests showed that there were no
changes in the 140S antigen content of prepara-
tions inactivated by the various chemicals.
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GIMENO, E.J., CAGGIANG, C.H., VILCHES, A.M,, TKACIK, E.

Texto en espafiol. Trabajo presentado en la Décimosexta Conferencia OIE FMD Comm., Paris, 14-17
septiembre 1982. p.183-186. (FMD Bull. Wellcome 21 {10):82/96, 1982). [Servicio de Luchas Sanitarias
(SELSA) Secretaria de Estado de Agricultura y Ganaderia, Repablica Argentina]

Aplicacion experimental en el campo de vacuna
oleosa en la Repablica Argentina

Se llevd a cabo una prueba de campo en Hipdli-
to Yrigoyen, provincia de Buenos Aires, Argentina,
para comparar una vacuna antiaftosa con adyuvan-
te oleoso administrada a intervalos de seis meses y
una vacuna de hidréoxido de aluminio-saponina
aplicada cada cuatro meses. La zona tenia una po-
blacién estimada en 160.000 bovinos, 26.000 ovi-
nos y 12.000 porcinos. A las 2 vacunas se desig-
naron dos areas bien definidas y ambas fueron
sometidas a un estricto control y estrecha vigi-
lancia. E! programa de inoculacion de las vacunas
estuvo a cargo del personal federal y se hizo un mi-
nucioso estudio de cada brote para aislar e identi-
ficar los agentes viricos. Durante el periodo de
estudio de cinco afios, se comprobd una incidencia
anual de brotes mas baja y una morbilidad general
mas baja en la zona donde estaba en uso la vacuna
oleosa que en las zonas controladas utilizando la
vacuna saponinada.

Experimental field application of oil-adjuvanted
FMD-vaccine in Argentina

A field trial was undertaken in Hipolito Yrigo-
ven province of Buenos Aires in Argentina, to
compare an oil adjuvanted foot-and-mouth disease
vaccine administered at six-monthly intervals and
an aluminium hydroxide-saponin vaccine adminis-
tered every four months. The area contained an
estimated population of 160,000 cattle, 26,000
sheep and 12,000 swine. Two comparable well
defined areas were assigned to the two vaccines
and both were subject to strict control and surveil-
lance. Management of the programme and inocula-
tion of the vaccines were by federal personnel,
and a thorough study of each outbreak was made
to isolate and identify the viral agents. Over the
five year period of the study there was a lower
annual outbreak incidence and a lower general
morbidity rate in the area where oil vaccine was
in use than in the control areas where the sapo-
ninated vaccine was used.

HUBIK, R., KADLEC, M., LAZNICKA, F., VODICKA, K.
Texto en francés. Trabajo presentado a la Décimosexta Conferencia OIE FMD Com., Paris, 14-17
septiembre, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 (11): 82/103, 1982). [Bioveta, n.e:, Terezin, Checoslova-

quia]

Experiencias en la produccion de vacunas antiaf-
tosas concentradas y purificadas, fabricadas en
Checoslovaquia bajo licencia del Laboratorio
Roger Bellon

Entre 1978-1981 la vacuna antiaftosa ha sido
producida por Bioveta, en Terezin, Checoslova-
quia, bajo licencia de los Laboratorios Roger
Bellon, Francia. Se produjeron con éxito 154 cul-
tivos de virus, utilizando tecnologia de células
BHK en suspension a escala 1500L. Las produc-
ciones medias del antigeno 146S fueron de 1,67,
1,46 y 1,36 Lig/ml de los tipos O, A y C respectiva-
mente. Los antigenos fueron tratados con 6xido

Experiences in the production of concentrated and
purified foot-and-mouth disease vaccine manufac-
tured in Czechoslovakia under licence from Roger
Bellon L.aboratory

Between 19278-1981 foot-and-mouth disease
vaccine has been produced by Bioveta, in Terezin,
Czeckoslovakia, under licence from Roger Belion
Laboratories, France. There were 154 successful
virus cultures, using BHK suspension cell tech-
nology at the 1500L scale. Mean 146S antigen
yields were 1.67, 1.46 and 1.36 ug/ml of types
0, A and C respectively. The antigens were treated
with polyethylene oxide, effecting a 1000-fold
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polietileno, efectuando una concentracién de

1000-veces y suprimiendo 98% de las proteinas
no especificas e inactivados con glicidaldehido.
Al obtenerse un resultado positivo de la prue-
ba de inocuidad de cultivo de tejido (10/131, v
nada desde 1980), el antigeno fue reinactivado,
sin efecto perjudicial sobre el inmunoégeno. Fue-
ron preparadas vacunas trivalentes en gel de
hidroxido de aluminio y saponina, contenien-
do por lo menos 5,6, 2,8 y 2,8ug dosis del an-
tigeno 146S de los tipps O, A y C respectiva-
mente. Tras las preparaciones se realizaron prue-
bas de control con relaciéon a inocuidad, po-
tencia, esterilidad y propiedades bioquimicas
hallandose la vacuna dentro de las normas de
control del Estado para preparaciones bioldgi-
cas.

concentration and removing 98% of no-specific
proteins, and inactivated with glycidaldehyde.
When a positive tissue culture innocuity test result
was obtained (10/131, and none since 1980), the
antigen was reinactivated, which had no deleteri-
ous effect on the immunogen. Trivalent, saponin
aluminium hydroxide gel vaccines were prepared,
containing at least 5.6, 2.8 and 2.8ug 146S
antigen/dose of types O, A and C respectively.
After filling, control tests for innocuity, potency,
sterility and biochemical properties were carried
out, and the vaccine met the state control stand-
ards for biological preparations.

LA TORRE, J.L., UNDERWOOD, B.O., LEBENDIKER, M., GORMAN, B.M., BROWN, F.
Texto en inglés. /nfect. Immun. 36 (1): 142-147, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 (5): 82/46, 1982).
[Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Aplicacién de anélisis de RNase T, mono y bidi-
mensional a la identificacion rapida de virus af-
toso

Se describe el andlisis de varios aislamientos
de virus aftoso de trascendencia epizootiold-
gica actual mediante ‘‘fingerprinting’’ por RNase
T, del ARN marcado->2P. E| uso del ARN 35S
inducido en vez de la particula ARN de virus
fue ventajoso porque es incorporado 40 veces
mas radioactividad al ARN inducido y ademaés
el ARN puede prepararse con mayor rapidez,
aumentando de ese modo el valor de la técni-
ca en el diagnostico rapido. Mapas de una dimen-
sidn, en los cuales los oligonucledtidos RNase
T, son separados de acuerdo con el tamafio,
han mostrado proporcionar un método anali-
tico muy valioso para distinguir los virus. Los
virus que proporcionaron mapas monodimen-
sionales parecidos también dieron mapas bidi-
mencionales iguales. Se estdan considerando las
ventajas del uso de la longitud del tracto de acido
policitidilico del virus como un instrumento para
diagnéstico.

Application of RNase T, one-and two-dimensional
analyses to the rapid identification of foot-and-
mouth disease viruses

The analysis of several isolates of foot-and-
mouth disease virus of current epizootiological
significance by RNase T, fingerprinting of the
32p.labelled RNA is described. The use of the
35S induced RNA instead of virus particle RNA
was advantageous because some 40-times more
radioactivity is incorporated into the induced
RNA and, in addition, the RNA can be prepared
much more rapidly, thus increasing the value of
the technique in rapid diagnosis. One-dimensional
maps, in which the RNase T, oligonucleotides are
separated according to size, have been shown to
provide a valuable screening method for distin-
guishing between viruses. Those viruses which gave
similar one-dimensional maps also gave similar
two-dimensional maps. The advantages of using
the length of the polycytidylic acid tract of the
virus as a diagnostic tool are considered.
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LOMBARD, M. & PETER, H.G.

-

Texto en aleman. Tierarztl. Umsch. 37: 354-356, 1982. (FMD Bull. Wellcome 21 (7):82/64, 1982).
[IFFA/Merieux, 254 rue Marcel Merieux, F-69007 Lyon, France]

Correlacion entre ELISA y seroneutralizacién para
titulacion de anticuerpos neutralizantes de virus
aftoso en suero de bovinc

Se realizd una prueba inmunosorbente ligada a
enzima usando discos de papei para sujetar el anti-
geno, para detectar anticuerpos contra el virus
aftoso en el suero de bovinos inoculados y para
examen de la especificidad de los anticuerpos con
relacion al tipo y subtipo. La prueba fue sencilla,
rapida y de confianza. Dicha prueba permiti6 que
los titulos de anticuerpos séricos fuesen expresa-
dos en unidades equivalentes de seroneutralizacion
por mi por medio de una regresion obtenida de la
prueba de seroneutralizacién convencional en cul-
tivo celular. En pruebas sobre muestras de suero
de 51 bovinos, las pruebas de seroneutralizacion
y ELISA dieron resultados similares.

OULDRIDGE, E.J., FRANCIS, M.J,, BLACK, L.

Correlation between ELISA and serum neutraliza-
tion for titration of foot-and-mouth disease virus
neutralizing antibodies in cattle sera

An enzyme-linked immunosorbent assay using
paper discs to hold the antigen was developed for
the detection of antibodies to foot-and-mouth
disease virus in the serum of vaccinated cattle and
for examination of the specificity of the anti-
bodies with regard to type and subtype. The test
was simple, rapid and reliable. It enabled serum
antibody titers to be expressed in serum neutrali-
zation equivalent units per m! by means of a
regression obtained from the conventional serum
neutralization test in cell culture. In tests on serum
samples from 51 cattle, the serum neutralization
test and ELISA gave analcgous results.

Texto en inglés. Res. vet. Sci. 32: 327; 331, 1982 (FMD Bull. Wellcome 21 (6): 82/54, 1982).
[Wellcome FMD Vaccine Laboratory, Ash Road, Pirbright, Woking, Surrey, England]

Respuesta de anticuerpos en cerdos a ia vacuna
antiaftosa de emulsion oleosa. Los tipos de anti-
cuerpos implicados

Se ha investigado la reaccion de anticuerpos de
cerdos a !a vacunacion primaria y a repeticiones
con vacuna antiaftosa e identificadas las clases
de anticuerpos implicados. Fueron inoculados
grupos de cerdos con vacuna con adyuvante oleo-
so y reinoculados a los 21 6 148 6 106 dias mas
tarde. Los niveles de los titules permanecieron
relativamente elevados hasta la revacunacion. Se
tomaron muestras de suero periddicamente siendo
fraccionadas en elementos pesados y ligeros sobre
gradientes de densidad de sucrosa. La fraccion maés
pesada contenia IgM y la fraccion mas ligera 1gG
e lgA. Se detectaron anticuerpos neutralizantes
por primera vez a los 8 dias después de la inocula-
cion inicial alcanzando su punto mds alto entre
los 14 y 21 dias. Los titulos permanecieron a un
nivel relativamente aito hasta la revacunacion.
A los 8 dias fue atribuido anticuerpo neutralizante

Antibody response of pigs to foot-and-mouth dis-
ease oil emulsion vaccine, The antibody classes
involved

The humoral antibody response of pigs to pri-

mary and repeat vaccinations with foot-and-
mouth disease vaccine has been investigated
and the antibody classes involved identified.

Groups of pigs were inoculated with oil-adju-
vanted vaccine and revaccinated at either 21
or 148 or 106 days later. Serum samples were
taken periodicaily and fractionated into heavy
and light elemerits on sucrose density gradients.
The heavier fraction contained IgM and the
lighter fraction I1gG and IgA. Neutralising anti-
bodies were first detected at 8 days following
initiai inoculation and reached a peak between
14 and 21 days. The titres remained at relatively
high levels until revaccination. Neutralising anti-
body at 8 days was atributed to igM but by
10 to 14 days, both 1gM and 1gG were involved.
At 35 days and later after a single vaccination,
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a 1gM pero a los 10 hasta los 14 dias tanto IgM co-
mo [gG se encontraban presentes. A los 35 dias
y més tarde, después de una sola inoculacién, to-
da la actividad neutralizante en el suero fue debida
a 1gG. La revacunacion resultd en un aumento de
todos los titulos neutralizantes séricos y, en cada
caso, se acusé la presencia tanto de IgM como
IgG.

PAVEZ, M.M., ANSELMO, F.P., PONTE, Z.F.

all the neutralising activity in the sera was due to
19G. Revaccination resulted in rise in the whole
serum neutralising titres and in each case both
[gM and 1gG class antibodies were involved.

Texto en espafiol. Arg. Esc. Vet. Univ. Fed. Minas Gerais. 33: 455-466, 1981. (FMD Bull. Wellcome
21 (9): 82/90, 1982). [ Divisdo de Vigilancia Zoosanitaria - SDSA/SNAD/MA, Brasil]

Prevalencia de bovinos reactores al antigeno VIA
en el Territorio Federal de Roraima, Brasil

Se realizd una encuesta en 150 haciendas en el
Territorio Federal de Roraima, Brasil, durante
mayo y junio de 1978 para determinar Ja prevalen-
cia de antigeno VIA en sueros bovinos. En total,
41% de las haciendas poseia bovinos reactores.
Habian muchos més rebafios afectados en el Estra-
to 2 de la regién (58%) que en los Estratos 1y 3
(32% y 38% respectivamente). Trece por ciento
de los animales examinados en el Estrato 2 resul-
taron positivos, en comparacion con 8% en los
Estratos 1 y 3. Tomando como base la incidencia
de animaies reactores de 4 a 12 meses de edad, se
concluye que el porcentaje de infeccion con fiebre
aftosa durante el afio anterior fue por lo menos de
3% y que la enfermedad es enzoética en toda la
region.

Prevalence of bovine sera positive to VIA antigen
in the Federal Territory of Roraima, Brazil.

A survey was carried out on 150 farms in the
Federal Territory of Roraima, Brazil, during
May and June 1978 to determine the prevalence
of VIA antigen in bovine sera. Overall, 41% of
farms possessed reactor cattle. There were sig-
nificantly more affected herds in Strato 2 of the
region (58%) than in Stratos 1 and 3 (32% and
38% respectively). Thirteen percent of animals
examined in Strato 2 were positive, compared
with 8% in Stratos 1 and 3. Based on the incidence
of reactor animals aged between 4 and 12 months
it is concluded that the percentage of infection
with foot-and-mouth disease in the previous
year was at least 3% and that the disease is enzo-
otic throughout the region.

PERALTA, E.A., CARPENTER, T.E., FARVER, T.B.
Texto en espafiol. Prev. Vet. Med. 1: 27-36, 1982. [Pan American Health Organization, Caracas, Ve-

nezuelal

La aplicacién del anilisis de series de tiempo
para determinar el modelo de la fiebre aftosa en
Paraguay

Se examiné la distribucion temporal de la
fiebre aftosa en bovinos en Paraguay por medio
del analisis de series de tiempo. El analisis de
tiempo es un método usado para eliminar datos
irregulares que podrian complicar el analisis
y puede ser usado para identificar el factor ten-
dencia, el factor ciclico y el factor estacional.

The application of time series analysis to deter-
mine the pattern of foot-and-mouth disease in
cattle in Paraguay

The temporal distribution of foot-and-mouth
disease in cattle in Paraguay from 1972 to 1979
was examined using time series analysis. Time
series analysis is an approach used to remove data
irregularities which may complicate data analysis
and may be used to identify the trend factor, the
cyclical factor and the seasonal factor. The trend
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La tendencia de 1972 a 1979 mostré un ligero
aumento sobre el periodo anterior, demostrando
que la enfermedad persistira si las circunstancias
continGan las mismas. EI componente estacional
también fue observado. Este estaba probabiemente
mas relacionado con el programa de vacunacion,
cuando hay mas personal en el campo para obser-
var la enfermedad y este Gnico factor podria
ocasionar una variacion estacional aparente.
Durante el periodo ocurrieron 2 ciclos impor-
tantes de la enfermedad a 3-4 afios de frecuencia
debidos principalmente al virus tipo O, y ocurrid
un pico secundario causado por un brote espora-
dico de virus tipo C. El anélisis de tiempo podria
ser usado para evaluar el medelo temporal de otras
enfermedades, ademas de la fiebre aftosa, y ayudar
en los programas de control.

from 1972 to 1979 showed a slight increase over
the period, implying that the disease will persist
if the circumstances remain the same. A seasonal
component was also observed. This was most
likely to be related to the vaccination programme,
when more personnel are in the field to observe
the disease, and this factor alone could cause the
apparent seasonal variation. During the period,
two major disease cycles at three to four year
frequency occurred, predominantly due to type
O virus, and there was also a secondary peak,
caused by a sporadic outbreak due to type C
virus. Time series analysis may be used to evaluate
the temporal pattern of other diseases in addi-
tion to foot-and-mouth disease, and aid in their
control programmes.
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vesicuiares de los animales. Los autores que deseen publicar sus trabajos en esta revista deberan some-
terlos a la consideracion del Comité Editorial, en cualquiera de los siguientes formatos o presentaciones:

Trabajo: Investigacion original, presentada en forma completa, con las divisiones tradicionales: In-
troduccién; Material y Métodos; Resultados; Discusién; Conclusiones; Referencias y Agradecimientos.
Ademas, debe tener un Resumen de no mas de 250 palabras.

Comunicacion breve: Trabajo cientifico completo, de no més de 6 6 7 péaginas. Los resultadosy
discusiones pueden presentarse juntamente con los datos y 1 6 2 cuadros como méximo.

Comunicacién preliminar:  Pequefio resumen de un trabajo que estd en ejecucién; de 3 6 4 péginas
de extension y con no mas de 2 cuadros.

Trabajo de revision: Formato fiexible.

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

1. Todos los trabajos que se presenten para su publicacién en el BOLETIN deben estar escritos a ma-
quina, a doble espacio, en un sola cara del papel, tamafio carta (28 x 22 cm).

2. En una hoja separada se detallaran: Apellido y nombre o iniciales del autor (o autores), cargo oficial
y nombre de la institucion (si pertenece a alguna) y direccién.

3. Las ilustraciones y cuadros, numerados con numeros arabigos, con sus respectivas leyendas y tituios,
se incluirdn en paginas aparte, numerados en forma consecutiva y agrupados al final del trabajo, con indi-
cacion del tugar donde deben ser incluidos.

4. Las referencias citadas deben presentarse en lista separada, por orden alfabético y con los nGmeros
que les corresponden en el texto.

5. Los trabajos pueden enviarse en inglés o espafiol o, de preferencia, en ambos idiomas. Los trabajos
que se presenten en un solo idioma seran traducidos al otro por disposicion del Comité Editorial, el que
se reserva el derecho de aprobar las traducciones.

6. E| Comité Editorial se reserva también el derecho de aceptar o rechazar la publicacién de un trabajo,
asi como de realizar cualquier modificacién editorial, como ser: la condensacion u omisién de parte del
texto, cuadros, ilustraciones o anexos. Los originales no se devuelven en ningdn caso.

7. Publicado el trabajo, cada autor recibira gratuitamente 25 separatas del mismo.
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Dr. Juan Zapatel, Planif. y Evaluac. de Programas Antiaftosos
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PAN-AMERICAN FOOT-AND-MOUTH DISEASE CENTER BULLETIN

INVITATION TO CONTRIBUTORS

The BOLETIN is a quarterly bi-lingual journal of the Pan-American Foot-and-Mouth Disease Center.
It publishes articles relating to all aspects of work in laborabory, field and program activities of vesicular
diseases in animals. The Director invites contributors to submit their work to the Editorial Committee
in the most appropriate of the following formats:

Article: full-length scientific work, reporting on original research, with traditional divisions of In-
troduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions, References and Acknowledgments.
An abstract of no more than 250 words should accompany the article.

Brief Report: short (6-7 typewritten pages) complete scientific work: results and discussion can be
presented with the data, which should be limited to 2 tables.

Preliminary Communication: short summary of work in progress: 3-4 pages; maximum of 2 tables.

Review Article: on both general and specific topics, flexible format.

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

1. All manuscripts presented to the BOLETIN should be typewritten and double-spaced on one side of
28 x 22 cm paper.

2. Author’s name, title, institution and address should be given on a separate sheet.

3. Figures and tables (arabic numbers) with appropriate captions and titles should be included on sepa-
rate pages, numbered consecutively and attached at the end of the text with an indication of where they
belong.

4. References cited shouid be listed separately in alphabetical order with appropriate reference num-
bers in the text.

5. Manuscripts may be presented in Spanish and/or English. The Editorial Committee will provide
translation services on resquest. Final decisions on translations rest with the Editorial Committee.

6. The Editorial Committee reserves the right to accept or reject any Manuscript which is submitted,
with the understanding that it is subject to editorial revision, including, where necessary, condensation
of the text and omission of tabular and illustrative material, etc.

7. Authors will receive 26 reprints of articles published. In special cases, extra reprints may be ar-
ranged.

EDITORIAL COMMITTEE

Dr. Raui Casas Olascoaga, Director

Dr. Paul Sutmdlier, Chief of Laboratories

Dr. Juan Zapatel, Planning and Evaluation FMD Programs
Dr. Felix J. Rosenberg, Epidemiologist

Ms. Perla Vaccaro, Secretary





