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INTRODUCCION

Cuatro antigenos han sido diferenciados
en cultivos del virus de la fiebre aftosa El
virién o antigeno 140 S (1, 3, 11), el 75 S
(7), el 128 (13) y el antigeno asociado a la
infeccidn viral (VIA) (5). Los cuatro antige-
nos son inmundgenos, fijan complemento y
precipitan en gel de agar en presencia de an-
ticuerpos especificos (5, 7). El VIA y los
anticuerpos contra este antigeno tienen la
particularidad de ser especificos para la fie-
bre aftosa pero dan reacciones cruzadas en-
tre los diferentes tipos de virus (5, 10).

Para la purificacién y concentracién del
virion se han empleado diversas técnicas ba-
sadas en procedimientos fisico-quimicos, ta-
les como la ultracentrifugacién (2, 12) y la
precipitacién con polietileno glicol (14). Pa-
ra la preparacion de los antigenos 75 Sy VIA
se ha utilizado el sulfato de amonio y la ul-
tracentrifugacién en gradientes (5, 7). Todas
estas técnicas requieren equipos especiales
no siempre al alcance de la mayoria de los
laboratorios de diagnéstico de fiebre aftosa
existentes en Ameérica del Sur.

En el presente trabajo se describe la pre-
paracion de los antigenos VIA, 140 Sy 12 S
a-partir de cultivos del virus de la fiebre af-
tosa en células BHK-21. El procedimiento es
simple, de bajo costo y fdcilmente adaptable
a las condiciones de los laboratorios de
apoyo a los programas de combate a la fiebre
aftosa en Sudametrica.

MATERIALES Y METODOS

Virus

Fueron utilizadas las siguientes cepas de
virus aftoso: subtipo O4, Cepa Campos; sub-
tipo Aje, Cepa Belém; subtipo Ajs4 Cepa
Cruzeiro y subtipo Ca, Cepa Resende.

Con virus obtenidos de epitelio lingual bo-
vino se efectuaron de 4 a 7 pasajes en célu-
las BHK-21, Clon 13 (9). Las suspensiones
viricas del altimo pasaje fueron conservadas
a -70° C hasta su posterior utilizacién.

Titulo infeccioso

Las suspensiones viricas y las diferentes
preparaciones fueron tituladas en monocama-
das de células BHK-21 después de cultivadas
72 horas.

Preparacion de antigeno asociado a la infec-
cion viral (VIA)

Celulas cultivadas en monocamada en bo-
tellas de Roux durante 72 horas fueron inocu-
ladas con 1 DIso BHK de virus por 500 célu-
las. Se afiadieron 100 ml de medio de Eagle
modificado (9), sin suero, continudndose la
incubacién a 37° C. Cuando la camada celu-
lar presentaba evidente efecto citopatico (a-
proximadamente 18 horas posteriores a la ino-
culacién del virus), se sustituyo el medio de
cultivo por 10 ml de medio de Eagle para ob-
tener una suspensién virica mas concentrada.
Seguidamente los cultivos fueron congelados
a -20° C y descongelados a temperatura am-
biente.
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La suspensién virica fue centrifugada a
4° C en una centrifuga Internacional modelo
PR-1 a 3000 rpm durante 30 minutos. Al so-
brenadante (virus crudo) se le adicioné polie-
tileno glicol 6000 PM (PEG) hasta una con-
centracién del 6% p/v y se mantuvo en agita-
cién durante 3 horas a 4° C. La mezcla virus-
PEG fue centrifugada a 4° C durante 30 minu-
tos a 3000 rpm. Al sobrenadante se le afiadi6
sulfato de amonio hasta una cencentracién del
35% p/v, se agité durante 30 minutos, se
mantuvo en reposo durante 18 horas a 4°C y
finalmente se centrifugé en refrigeracién a
3000 rpm durante 30 minutos.

El centrifugado present6 tres fases: a) una
de aspecto oleoso situada en la parte supe-
rior; b) una intermedia de consistencia mas
sélida y ¢) una fraccién inferior de consis-
tencia acuosa. El antigeno VIA fue encontra-
do en la fracci6én superior y principalmente en
la intermedia, razén por la cual esta ultima
fue utilizada en el presente trabajo. Previa-
mente a su empleo se la resuspendi6 en un
volumen de medio de Eagle igual al 1/10 del
original que contenia el virus crudo. Des-
pués fue congelada a -70° C, descongelada y
centrifugada a 4° C durante 30 minutos a
3000 rpm para eliminar los residuos insolu-
bles.

Preparacién del antigeno 140 S

El antigeno 140 S fue recuperado del se-
dimento obtenido en la centrifugacién del
virus crudo después de tratado con PEG. Es-
te paso fue realizado en la preparacion del
antigeno VIA. El sedimento fue resuspendido
en un 1/10 del volumen original del virus cru-
do. Como diluyente se utilizé solucién salina
fosfatada tampén, pH 7,6 (0,15 M de NaCl,
0,24 M de Na,HPO, y 0,03 M de KH.PO4).
Los restos insolubles fueron eliminados me-
diante centrifugacién a 4° C durante 30 minu-
tos a 3000 rpm. Este preparado también con-
tiene el antigeno 75 S.

Preparacion del antigeno 12 S
El antigeno 12 S fue obtenido a partir de

suspensiones de virus procesadas de la mis-
ma manera como se ha descrito en la produc-
cién de antigeno VIA pero con la diferencia
de que fueron congeladas cuando el estrato
celular estaba totalmente destruido. Las sus-
pensiones una vez clarificadas por centrifuga-
cién (suspensién cruda) y ajustado el pH a
5,5 fueron mantenidas durante 3 horas a 37°C.
Seguidamente fueron centrifugadas nuevamen-
te a 3000 rpm para eliminar el precipitado for-
mado durante el calentamiento. El antige-
no 12 S fue concentrado afiadiendo al sobre-
nadante sulfato de amonio hasta una concen-
cracion del 35% p/v y manteniéndose la mez-
cla en agitacion magnética durante 3 horas a
temperatura ambiente. El precipitado formado
fue separado por centrifugacién a 3000 rpm
durante 30 minutos y resuspendido en salina
fosfatada en un volumen igual al 1/20 del de
la suspensién original. Seguidamente el con-
centrado fue dializado contra el mismo tam-
pén y después centrifugado.

Suero

Los sueros hiperinmunes se obtuvieron
inoculando cobayos por via intradermoplantar
con virus de origen bovino. Los animales con
lesiones generalizadas de fiebre aftosa fue-
ron reinoculados 6 semanas después, tres ve-
ces cada 4 dias. La dosis inoculada fue de
0,2 ml de una suspensidn de virus contenien-
do 0,07% de saponina y adaptado al cobayo.

Los sueros obtenidos 6 dias después de
la dltima inoculacién fueron inactivados a
56° C durante 30 minutos y seguidamente con-
servados a -20° C. Los sueros producidos en
estas condiciones contienen anticuerpos pre-
dominantes de la clase de las IgG (4, 6, 7).

Doble difusién en gel de agar (DDA)

En un tampén con 0,5 M de glicina,0,025 M
de dietilbarbiturato de sodio, 0,5% de azida
sédica y con un pH de 7,8 ajustado con
HCL IN, fue disuelto agar purificado (Difco)
al 1%. De esta solucién fueron vertidos 16 ml
en placas Petri de 90 mm. Una vez solidifica-
do el agar se hicieron cavidades de 4 mm de



didmetro dispuestas de la siguiente manera:
una en el centro y seis en la periferia guar-
dando simetria y mediando entre ellas 6 mm.
El suero fue colocado en la cavidad central y
el antigeno en las de la periferia hasta enra-
sar las mismas. La reaccién fue desarrollada
en ambiente hiimedo y a una temperatura de
unos 28° C, Las lecturas se efectuaron de 2 a
5 dias después de colocados los reactivos.

Fijacion de complemento (FC)

Se utilizé la titulacién en bloque segiin el
siguiente procedimiento. Diluciones de base
2 de suero hiperinmune y de antigeno fueron
colocadas en las mismas series de tubos de
Kahn (12 x 75 mm) en voldmenes de 0,2 ml.
Seguidamente se adicionaron en cada tubo

0,2 ml de una dilucién de complemento conte-
niendo 4 unidades hemoliticas 50%. Los tu-
bos de la reaccién juntamente con los contro-
les de cada reactivo utilizado, fueron mante-
nidos en  bafomaria durante 30 minutos a
37° C. Después se afiadieron a todos los tu-
bos 0,4 ml de sistema hemolitico, el cual te-
nia una Densidad Optica de 0,66, unidad de-
terminada en una longitud de onda de 545 my
con un espectrofotémetro Coleman Junior Mo-
delo 6A. El sistema fue nuevamente incubado
otros 30 minutos a 37° C. La fijacién se de-
terminé por lectura en el espectrofotometro
de los tubos centrifugados. Para calcular la
dilucién de antigeno que proporcionaba el
50% de FC fue utilizada la ecuacién de Von
Krogh, citada por Kabat y Mayer (8).

RESULTADOS

Reacciones en DDA

En la Figura 1 se aprecian dos bandas de
precipitacién resultantes de las reacciones
entre virus crudo de las cepas Ayy y Oy y
sus sueros hiperinmunes homélogos. Las ban-
das desarrolladas con las preparaciones de
140 S y VIA en presencia de los mismos sue-
ros fueron idénticas a las del virus crudo. Se
comparé el comportamiento del antigeno VIA

con otro similar preparado en el PIADC*, se-
gun la técnica de Cowan y Graves (5). La
banda de precipitacién del antigeno de PIADC
dio una reaccién de identidad con la produci-
da por el VIA obtenido segiin la técnica des-
crita en este trabajo.

Las suspensiones crudas de las cepas C3
y A1 utilizadas en la preparacién del antige-
no 12 S formaron tres bandas de precipitacién
cuando se las hizo reaccionar con suero hij-
perinmune homdlogo (Fig. 2). Cuando el anti-
geno fue calentado y precipitado con sulfato
de amonio la banda de precipitacién corres-
pondiente al VIA no fue observada. La banda
del antigeno 140 S no se formé cuando el pH
de la suspensién fue ajustado a un valor de
5,5 y después calentado 3 horas a 37° C
(Fig. 2).

Titulacion de los antigenos 140 S, 12 § y VIA
mediante la FC

La Figura 3 muestra los datos de 1a titula-
cién en bloque de los antigenos 140 S, 12 S y
VIA con el suero hiperinmune homélogo Cs.
Este suero contiene anticuerpos que reaccio-
nan con los componentes antigénicos 140 S,
12 S y VIA. El titulo fijador de complemento
50% obtenido con el antigeno 140 S es mds
alto que el proporcionado por el antigeno 12 S
y VIA,

Titulo infeccioso

El titulo infeccioso de la suspensidn
virica A4 utilizada para la preparacién de
los antigenos VIA y 140 S fue de 1081
DIsoBHK/ml y el de las preparaciones de
VIA y 140 S fue 1023 y 109 DI5oBHK/ml res-
pectivamente. '

El preparado de 12 S fue apatégeno para
células BHK-21 en la dilucién original.

* Gentilmente cedido por el Plum Island
Animal Disease Center, Greenport,
Island, N.Y. 11944, U.S.A.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

' El presente estudio fue realizado con la
finalidad de obtener los diferentes antigenos
del virus de la fiebre aftosa y VIA con el su-
ficiente grado de pureza y concentracion para
ser usados en pruebas de precipitacion en
gel de agar. Estas experiencias fueron reali-
zadas utilizando equipos disponibles por to-
dos los laboratorios de diagnéstico de fiebre
aftosa en América Latina./

La purificacién de los antigenos 140 Sy
VIA se realizé a partir de suspensiones viri-
cas con la menor degradacién posible del vi-
rién. La separacién de estos dos antigenos
y la concentracién del 140 S se logré median-
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te la precipitacién con PEG. El sobrenadante
contenia el VIA, el cual fue subsecuentemen-
te concentrado por precipitacion con sulfato
de amonio. El antigeno 12 S se obtuve de la
degradacién del 140 S por medio del calor y
tratamiento acido a pH 5,5. Se concluye que,
por medio de estos procedimientos se pueden
obtener preparaciones de antigenos factible
de ser utilizadas para ensayos cualitativos
de anticuerpos anti 140 S, 12 S y VIA me-
diante la doble difusidn en gel de agar. Ade-
més permiten analizar la especificidad para
estos antigenos de los anticuerpos conteni-
dos en los sueros hiperinmunes utilizados en
diagnéstico.
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FIGURA 1. Reaccién de precipitacién en gel de agar con suero hiperinmune (cavidad cen-
tral), virus crudo (1), preparacién 140 S (2), preparacién VIA (3) y antigeno VIA de PIADC (4).
FIGURE 1. Agar gel double diffusion precipitation reactions with hyperimmune serum (con-
tact well) and preparations of crude virus (1), 140 S (2), VIA (3), and VIA from PIADC (4).
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FIGURA 2. Reaccion de precipitacién en gel de agar con suero hiperinmune (cavidad cen-
tral), suspensién cruda (1) suspensién calentada y precipitada por sulfato de amonio @).
Suspension ajustada el pH a 5,5 calentada y precipitada por sulfato de amonio (3).

FIGURE 2. Agar gel double diffusion precipitation reactions with hyperimmune serum (con-
tact well) and preparation of crude virus (1), ammonium sulfate precipitate (2), and 12 S (3).
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FIGURA 3. Fijacién del complemento 50% obtenido con antigenos y suero Cgs Resende
4 UFCso. 30 min, 37° C.

FIGURE 3. Complement fixation 50% obtained with antigens and serum C s Resende (4 units
of complement, 30 min at 37° C).



RESUMEN

Los metodos descritos para la prepara-
cion y concentracion de antigenos de la fie-
bre aftosa: 140 S, 12 S y antigeno asociado a
la infeccion viral (VIA), son relativamente
simples y econdmicos y pueden ser utiliza-
dos en las condiciones normales en que ope-
ran los laboratorios que trabajan en las cam-
panias de control de la fiebre aftosa.

Un medio de cultivo de células BHK-21fue
retirado 18 horas después de la infeccidn con
virus aftoso y se agregd un medio nuevo (un
décimo del volumen original) seguido de un
ciclo de congelacién-descongelacion. A esta
preparacion cruda de virus se le agreg6 6 g
de polietilenglicol (PEG, 6000 PM) por
100 ml y la mezcla fue agitada durante 3 ho-
ras a 4° C, seguida de centrifugacién a 3000
rpm durante 30 minutos. El sobrenadante y el
sedimento se usaron para la concentracion de
VIA y de antigeno 140 S, respectivamente.

La preparacion de VIA se hizo agregando
sulfato de amonio al sobrenadante a una con-
centracion final del 35% p/v  y agitando
por 30 minutos. Se dejé estacionado durante
18 horas a 4° C. Una centrifugacién de 3000
rpm durante 30 minutos dio origen a 3 capas:
la superior, de tipo oleoso, una fase mas sé-
lida intermedia conteniendo la mayor cantidad
de VIA y una capa acuosa. La fase media fue
recogida y se agregd un medio para cultivo
de células para lograr un volumen de 1/10 de
la suspension cruda original de virus. Las
particulas insolubles fueron removidas por
centrifugacion a baja velocidad.

La preparaciéon 140 S se obtuvo resuspen-
diendo el precipitado de polietilenglicol en
un medio de cultivo (1/10 de la suspensién
cruda original de virus) y retirando las parti-
culas insolubles también por centrifugacién a
baja velocidad.

.as preparaciones del antigeno 12 S se ob-
tuvieron de cultivos celulares infectados de
células BHK después de completa destruccién

de las capas celulares, clarificacion de la
suspension por centrifugacion de baja veloci-
dad,acidificacion a pH 5,5 por 3 horas a 37° C
y una nueva centrifugacién de 3000 rpm para
retirar cualquier particula insoluble que hu-
biera quedado. El antigeno 12 S fue concen-
trado mediante la adicién de sulfato de amo-
nio  35% p/v, agitando por 3 horas a la
temperatura ambiente y centrifugando a 3000
rpm durante 30 minutos. El precipitado fue
resuspendido en un medio de cultivo celular
(1/20 de la suspensién original de virus cru-
do) y dializada en presencia de una solucién
salina buffer-fosfato. En una prueba de doble
difusion de agar-gel, la preparacion de VIA
mostrd semejanza con la preparacion de VIA
obtenida por el Laboratorio del Centro de En-
fermedades de Animales de Plum Island en
los Estados Unidos de América.

El suero hiperinmune difundido frente a la
preparacion de virus crudo produjo 3 lineas.
La linea mas cercana al receptaculo que con-
tenia el suero coincidia o se juntaba con la
linea del antigeno VIA. La linea del medio y
la linea mas cercana al orificio con la prepa-
racion de virus mostraron ser iguales en las
preparaciones 12 S y 140 S, respectivamente.
Todas estas preparaciones fijaron el comple-
mento, pero los mas altos titulos de fijacién
del complemento fueron obtenidos con la pre-
paracién 140 S. Los titulos de infectividad
para las preparaciones de VIA y 140 S fueron
de 102:3 y 109 CT DIso/ml, respectivamente.
No se detectd virus infeccioso en las prepa-
raciones de 12 S.



PREPARATION AND CONCENTRATION OF 140 S, 12 S AND VIA
ANTIGENS FROM FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS

ABSTRACT

The methods described for preparing and
concentrating 140 S and 12 S foot-and-mouth
disease virus (FMDV) and virus-infection-
associated (VIA) antigens are relatively

simple and economical and can be used under
the conditions of FMD laboratories supporting
South American anti-FMD campaigns.

A medium of BHK-21 cell cultures was
removed 18 hours after infection with FMDV,
and fresh medium (one-tenth of the original
volume) was added, followed by a freeze-thaw
cycle. To this crude virus preparation, 6 g
polyethylene glycol (PEG, 6000 MW) per
100 ml were added, and the mixture was
shaken for 3 hours at 4° C, followed by
centrifugation at 3000 rpm for 30 minutes. The
supernatant and sediment were used for the
concentration of VIA and 140 S antigens,
respectively.

The VIA preparation was produced by
adding ammonium sulfate to the supernatant
35% w/v and
shaking for 30 minutes. It was left to stand
at 4° C for 18 hours. Centrifugation at 3000
rpm for 30 minutes resulted in 3 layers, the
top one oily, a more solid middle phase con-
taining most of the VIA, and an aqueous
layer. The middle phase was collected and
cell culture medium added to obtain a volume
1/10 of the original crude vitus suspension.
Insolubles were removed by low-speed cen-
trifugation.

The 140 S preparation was produced by
resuspending the PEG precipitate in culture

at a final concentration of

medium (1/10 of the original crude virus sus-
pension) and removing insolubles by low
speed centrifugation.

Preparations of 12 S antigen were obtained
from infected BHK cell cultures after com-
plete destruction of the cell layers, clarifica-
tion of the suspensions by low speed cen-
trifugation, acidification at pH 5.5 for 3 hours
at 37° C and again centrifugation at 3000 rpm
to remove any insolubles. The 12 S antigen
was concentrated by adding ammonium sulfate
35% w/v, shaking for 3 hours at room tem-
perature and centrifuging at 3000 rpm for 30
minutes. The precipitate was resuspended in
cell culture medium (1/20 of the original
crude virus suspension) and dialyzed against
saline phosphate buffer. In agar-gel double
diffusion test the VIA preparation showed an
identity line with a VIA preparation obtained
from the Plum Island Animal Disease Center,
New York, USA.

Hyperimmune serum diffused against the
crude virus preparation produced 3 lines. The
line closest to the serum well coalesced with
the VIA line. The middle line and the line
closest to the well with the virus preparation
showed identity with the 12 S and 140 S
preparations, respectively. All these prepara-
tions fixed complement, but highest com-
plement fixation titers were obtained with
140 S preparation. Infectivity titers for the
VIA and 140 S preparation were 102-3 and
10% TC IDso/ml, respectively. No infectious
virus were detectable in the 12 S prepara-
tions.
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