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Resumen

Las proteinas no capsidales del virus de la fiebre aftosa se utilizan como marcadoras en la evaluacién de animales que han estado en contacto con el virus, a
diferencia de los inmunizados, ya que la vacuna no debe tener estas proteinas, por lo tanto los animales no deben presentar anticuerpos contra ellas. El objetivo
de esta investigacion fue la caracterizacién de la proteina no capsidal 3D y la producciéon de anticuerpos policlonales in vivo. La proteina se purificod del cultivo de
virus inactivo, por cromatografia de intercambio i6nico. La elucion de los picos fue sometida a electroforesis uni-bidimensional; demostrandose un alto grado de
pureza (>90%) en el pico tres, donde se identifico la proteina 3D, por la técnica de MALDI-TOF y electroespray de trampa idnica. La proteina purificada, se inoculd
en cabras y el suero hiperinmune fue precipitado y sometido a cromatografia de afinidad para la obtenciéon de inmunoglobulinas; la reaccién inmunitaria se con-
firmé por medio de inmunodifusion y Western blot. El proceso de purificacién demostrd ser eficiente y Gtil para la obtencion de anticuerpos especificos, los cuales
tendran utilidad en la elaboracién de un ensayo inmunoenzimatico que mida la pureza de la vacuna frente al contenido de estas proteinas.

Palabras claves: Virus de fiebre aftosa, Electroforesis, proteina no capsidal, anticuerpos.

Characterization of the non-capsided 3d protein, of the foot-and-mouth disease virus and the production of polyclonal
antibodies

Abstract

The noncapsid proteins of the foot and mouth disease are used as markers in the evaluation of animals that have been in contact with the virus, to discriminated
the immunized animals, because the vaccine should not have these proteins, therefore animals should not present antibodies against them. The aim of this inves-
tigation was the characterization of the 3D non-capsid protein and the production of polyclonal antibodies in vivo. The protein was purified from the culture of
inactivated virus, by ion exchange chromatography. The elution of the peaks were submit an one-two-dimensional electrophoresis; Demonstrated a high degree of
purity (> 90%) in peak three, where the 3D protein was identified, by the MALDI-TOF technique and ion trap electrospray. The purified protein, inoculated in goats
and the hyperimmune serum, was precipitate out and submitted to affinity chromatography to obtain immunoglobulins; the immune reaction was confirmed by
means of immunodiffusion and Western blot. The purification process proved to be efficient and useful for obtaining specific antibodies, which will be useful in the
preparation of an immunoenzymatic assay that measures the purity of the vaccine against to the content of these proteins.

Key words: Foot-and-mouth disease virus, Electrophoresis, non-capsid protein, antibodies.

Introduccion

La fiebre aftosa, es una epizootia que la causa un Aphtovirus
de la familia Picornaviridae'?3. La cual se caracteriza por fie-
bre y formacién de aftas principalmente en la cavidad bucal,
hocico, espacios interdigitales y en las pezufias, patologia ca-
racteristica en los ungulados®.

El ARN de este virus contiene un Unico marco de lectura
abierto que codifica para una larga poliproteina que es pos-

teriormente clivada durante la traduccion. Estos clivajes son
llevados a cabo mayoritariamente por proteasas codificadas
por el virus (LP°, 2C, 3C). El genoma del virus de la fiebre
aftosa (VFA) se divide en cuatro regiones codificantes deno-
minadas L, P1, P2 y P3. La region L, ubicada en el extremo
5 7, codifica para un polipéptido lider que se autocliva del
extremo amino terminal del precursor de las proteinas de la
capside entre una lisina y una glicina. Hacia el extremo 3 “ de
la regién L se halla la region P1, que codifica para las cuatro
proteinas estructurales en el orden VP4, VP2, VP3 y VP1°.
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Con respecto a las regiones P2 y P3, que codifican a las pro-
teinas no capsidales (PNC) del virus, se conoce que intervie-
nen dentro del proceso de replicacion®. En la region P2 se
encuentra la proteina 2B, que es determinante dentro del
rango del hospedador y la proteina 2C, que se encuentra
involucrada en la sintesis de ARN con posible actividad he-
licasa y se encuentra altamente conservada’. En la regién P3
se encuentra una proteasa 3C, responsable de la mayoria de
los clivajes del procesamiento primario y secundario de la
poliproteina precursora®.

En esta region se encuentra una ARN polimerasa viral lla-
mada 3D, que es ARN dependiente y es conocida como
antigeno VIAA (del inglés viral infection associated antigen,
antigeno asociado a la infeccién viral), posee una secuencia
de nucleétidos y aminoacidos (a.a), altamente conservada en
todos los serotipos y subtipos del VFA%

Las proteinas no capsidales se utilizan como marcadoras cuan-
do existe sospecha de la presencia del virus, y Gnicamente se
determina indirectamente midiendo presencia de anticuer-
pos contra las PNC, por medio de la prueba screening I-ELISA
3ABC y se confirma por medio del ensayo inmunoenzimatico
de electrotransferencia (EITB), pruebas desarrolladas por el
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA)""2,

Actualmente, la Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE) suspendié el estatus del pais como libre de aftosa con
vacunacion, por algunos focos que se han venido presentan-
do de la enfermedad. Los entes de control utilizan estrategias
para controlar la enfermedad y como herramienta para dis-
criminar animales vacunados de enfermos, utilizan esta prue-
ba indirecta para demostrar ausencia de inmunogenicidad
contra las PNC', por lo cual los laboratorios productores de
la vacuna deben descartar estas proteinas de sus productos
finales. Esta normatividad exigida por la Organizacién Mun-
dial de Sanidad Animal (OIE) y por PANAFTOSA, debe ser aca-
tada por cada ente de control de los paises miembros'>131415,

En Colombia el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), se
encarga de que se cumplan todos los pardmetros estableci-
dos™. Los lineamientos que se deben seguir cuando un lote
de vacunas es fabricado, constan basicamente de evaluar
estas suspensiones en bovinos que se encuentren en una
zona libre de aftosa sin vacunaciéon y que con anterioridad
se les haya realizado la prueba para determinar la ausencia
de IgG contra las PNC, lo cual indica que no han tenido con-
tacto con el virus. Técnicamente el procedimiento comienza
inmunizando con la vacuna 30 bovinos, los cuales son reva-
cunados 30 dias después; el suero se analiza el dia 60, con
el mismo kit I-ELISA 3ABC, para determinar la ausencia de
IgG contra las PNC, si hay presencia de anticuerpos los lotes
son rechazados'?'®', Sin embargo, por los enormes costos
econdmicos es poco probable que se pueda llegar a un pro-
ceso de purificacién que pueda eliminar el 100% de las PNC,
ya que se elevaria el precio de la vacuna considerablemente,
haciéndola inalcanzable para la mayoria de los ganaderos.

No obstante es importante que las empresas puedan moni-
torear por medio de un kit directo la cantidad de remanente
de las PNC, de tal manera que las puedan llevar a un nivel
menor al 5% en los lotes de vacunas, minimizando una re-
accién inmunoldgica, ademas es una estrategia que serviria
como prueba confirmatoria, dejando a la prueba indirecta
como complementaria.

El objetivo de esta investigacion, fue purificar y caracterizar la
PNC 3D, ya que, su alta pureza, facilitara la produccién de IgG
especificos con miras a producir una prueba que cuantifique
la PNC polimerasa 3D, en las vacunas existentes en el merca-
do nacional e internacional.

Materiales y métodos

Obtencion del antigeno PNC 3D

El antigeno fue aislado de una suspensién de virus inactivado
facilitado por el Laboratorio LIMOR DE COLOMBIA, la cual
consistié en una suspension bivalente del VFA elaborada con
los serotipos A24 Cruzeiro y O1 Campus cultivados en células
BHK-21 (Rifidn de Hamster Lactante).

Proceso de purificacion de la PNC 3D

Dialisis y cromatografia de Intercambio catiénico. El cul-
tivo de virus, se concentré en una celda de ultrafiltracion
AMICON®, con una membrana Millipore® de 10.000 Daltons
(Da), La muestra de 1.200 ml se llevé a 60 ml con una con-
centracion final de 32 mg / ml. En la misma celda se dializd
la muestra 4X con 240 ml de soluciéon tampoén (20 mM de
Na2HPO4 y 20 mM de NaCl con Tween) pH 7.4, se alicuoto y
se guardé a -20°C.

De la solucién dializada se inyecto 160 mg (5 ml) a la colum-
na de Sepharosa-DEAE (2.5 x 10 cm) previamente equilibra-
da con la misma solucién utilizada en la didlisis y que a su
vez fue utilizada para lavar la columna después de inyectada
la muestra, hasta que la Absorbacia a 280 nm (A,,) cay6 a
0.0. Las proteinas retenidas en la columna fueron eluidas con
un gradiente salino de 20 mM a 800 mM de NaCL en la mis-
ma solucién tampon y colectado en fracciones de 7.5 ml por
tubo, la concentracion de cada tubo fue cuantificada a A,
en un equipo NanoDrop 2000. Las fracciones se unieron por
picos, se tomo la A, y se determiné la concentracion final,
adicionalmente, para corroborar los resultados, se realizé el
método de acido acido bicinconinico'

Electroforesis SDS-PAGE. La electroforesis SDS-PAGE al 15%
se realizd de acuerdo al método de Laemmli'’. Cada uno de los
tres picos se mezclaron con el tampdn de muestra (20% Gli-
cerol, 2% SDS, 0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 10% B-mercaptoetanol,
y 0.05% de azul de bromofenol) en un volumen 1:1 (vol / vol);
luego fueron tratados térmicamente por 5 min a 100 °C. De
cada pico se aplico 10 pg en los respectivos pozos del gel y
se corrid a 200 Voltios. Las proteinas fueron visualizadas utili-
zando la coloracion azul brillante de Coomassie.
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Los pesos moleculares de las bandas se calcularon utilizando
el software Image Lab™, utilizando como referencia un mar-
cador de peso molecular de bajo rango de Biorad: Fosforilasa
b (97.4 KDa), seroalbimina bovina (66.2 KDa), ovoalbimina
(45 KDa), anhidrasa carboénica (31 KDa), inhibidor de tripsina
de soja (21.5 KDa) y lisozima (14,4 KDa).

Electroforesis bidimensional. Para realizar la electroforesis
en dos dimensiones (2D)'8, la muestra de PNC 3D (50 mg), se
disolvié en un tampodn de rehidratacién (Urea 8M, CHAPS 2
%, DTT 50 mM, Anfolitos 3/10, trazas de azul de bromofenol
en agua desionizada), hasta completar 125 pl, volumen reco-
mendado de carga para una tira IPG de 7 cm, que contenia
un rango lineal de pH de 3 a 10; esta hidratacién se llevo a
cabo por 12 horas.

Después de la rehidratacion, se llevé a cabo el isoelectroen-
foque, usando el equipo PROTEAN 12 IEF SYSTEM de Biorad,
utilizando el siguiente protocolo: 20 min a 250 V, 2.5 h a 4000
V, hasta alcanzar 10.000 V / hora. Las tiras IPG (Immobilized
pH gradient), se sometieron a reduccion y alquilacién, incu-
bandolas durante 10 min en una solucién con 8 M de urea,
30% de glicerol, 2% de SDS y 125 mM de DTT, y 10 min en
la misma solucién tampén en la que se reemplazara el DTT
por 125 mM de iodoacetamida. Después de esto se realizo la
separacion de proteinas de acuerdo con su peso molecular
colocando la tira equilibrada sobre el gel de poliacrilamida al
12.5 % en presencia de SDS y cubierto con overlay agarose.
La electroforesis se llevé a cabo usando el sistema Minipro-
tean a un voltaje de 200 Voltios. Se tifi6 con nitrato de platay
se documento con el sistema Gel Doc XR+ de Biorad.

Secuenciacion de las proteinas. El procedimiento se reali-
z6 por espectrometria de masas MALDI-TOF y Electroespray
trampa idnica (LTQ_Velos) y se llevd a cabo por el servicio de
proteémica del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa
(CBMSO), en Madrid Espaia 2021,

Inmunizacién en cabras con la proteina no estructural 3D.
Este estudio se realizd con el aval del Comité de Etica de la
Universidad de Pamplona del 25 de mayo de 2015, segin
acta 003 y con la colaboracién de un médico veterinario en la
finca Villa Marina de propiedad de la Universidad de Pamplo-
na, se diseAd un esquema de inmunizacién para dos cabros
con la proteina purificada 3D. La cantidad del inmundgeno
utilizado fue de 200 mg / ml. Cada animal fue inmunizado
con 2 ml (400 mg), antes de la primera inmunizacion se le
tomaron pruebas de sangre a los cabros. La mezcla del in-
mundgeno con el adyudante incompleto de Freund fue ad-
ministrado por via subcutanea los dias 0, 7, 14 y 21, después
de 15 dias desde la Ultima inmunizacion %, se le extrajo al
animal una bolsa de 400 ml de sangre, con anticoagulante. El
suero se obtuvo por centrifugacion de la sangre a 700 G gra-
vedades / 10 minutos a +4°C, en una centrifuga KR25i Jouan
de mediana velocidad, el suero fue decantado y conservado
a -20°C hasta su utilizacién.
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Purificacion de anticuerpos policlonales. El plasma del
animal inmunizado, se precipité con sulfato de amonio en
polvo, aplicandole 27 gramos por cada 100 ml de muestra, a
una temperatura de 3-4°C, el cual fue agregado en pequefas
cantidades y en constante agitacién. Luego se centrifugd a
6.000 g por 15 minutos, se descarté el sobrenadante? 2425, E|
precipitado se lavo tres veces con una solucién de sulfato de
amonio 2 Mol/Ly se centrifugd bajos las mismas condiciones
que antes. El precipitado se disolvié en 200 ml de agua, y se
transfirié la soluciéon a una membrana para didlisis, (Dialysis
tubing de Fisherbrand™). La muestra se dializdé alternada-
mente asi, primero por 12 horas con agua y luego por 12 ho-
ras con 70 mM de NaAc pH 5.5, dos veces cada uno, luego se
centrifugd. Al sobrenadante se le ajusto el pH a 8.5 con 0.4 M
NaHCO,, 2.0 M Na,CO,, se tomé la A, , y la concentracion se
determiné utilizando como coeficiente de absorcion 1.38%.

La soluciéon proteica fue inyectada a una columna que con-
tenia 2 ml de Sefarosa-proteina A (0.8 x 4 cm). La columna
se lavé con la solucion tampdn (10 mM sodio fosfato, 0.15 M
NaCl, pH 8.2). hasta que la A, fue 0.0 y las IgG fueron eluidas
de la columna con la solucién tampoén 0.1 M sodio citrato,
pH 3.0. La solucion de las IgG fue neutralizada con 1 M de
NaHCO,, a un pH entre 6 — 7.

La discriminacién de las 1gG policlonales contra la proteina 3D
se hizo en una columna de propileno de 1.5 x 12 ¢cm, con la
matriz de afinidad de Sefarosa-proteina-3D, producida por el
laboratorio, con Sepharosa activada CNBr 4B, de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La matriz de Sefarosa-proteina-
3D, se equilibré con 20 mM fosfato y 100 MM NaCl pH 7.2; se le
adicionaron 10 ml de la solucién de IgG (14 mg) y se lavo con la
misma solucién tampon hasta que A, fue de 0.0, la elucién se
hace con 100 mM de glicina / HCl pH 2.7, la solucién de las IgG
fue neutralizada con 1 M de NaHCO,, a un pH de 6.0.

Inmunodifusion. La especificidad de las IgG policlonales, se
evalué mediante la técnica de inmunodifusién doble 2. Bre-
vemente, se utilizaron placas con agar al 1%, a las que se les
realizaron una serie de perforaciones distribuidas en forma
equidistante. Las perforaciones se llenaron en el centro con
10 ml del antigeno, proteina 3D purificada (10 mg) y en las
cuatro esquinas con 10 ml del IgG (10 mg). Las placas se in-
cubaron a4 ° C, por un tiempo estimado de 24 a 48 horas en
camara humeda.

Western Blot. Después de realizar la electroforesis de la pro-
teina 3D en las condiciones previamente descritas, se hizo la
transferencia de esta, a una membrana de PVDF (polifluoruro
de vinilideno), usando una camara Mini Trans-Blot® Cell con
solucién tampon de transferencia (25 mM Tris-HCl pH 8.3,
190 mM glicina, 20% metanol, 0.1% SDS) a 100 voltios por 8
horas a 4°C%.

Posteriormente la membrana se bloqued con una solucion
tampdn que contenia 20 mM de fosfato, 150 mM de cloruro
de sodio y albumina al 3 % BSA (PBS-BSA) por una hora a
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temperatura ambiente. Luego de lo cual la membrana fue
incubada con la IgG contra la proteina 3D diluida (1:1000 en
PBS-BSA) a una concentracion final de 1 mg / ml, y fue incu-
bada durante 3 horas a 37 °C. Luego se adicion¢ la anti IgG
conjugada con peroxidasa del rdbano, HRP (por sus siglas
en inglés) de Sigma aldrich, diluida 1:3000 con PBS-Tween
20, se incubd por 1 hora bajo constante agitacion. Se reveld
con un kit comercial de substrato de peroxidasa (OPTI-4CN
4- Cloro naftol) de Biorad. La reaccion se detuvo agregando
agua desionizada.

Resultados

El pelfil cromatografico obtenido para el proceso de purifi-
cacion de la PNC 3D, mostrd tres picos: El pico |, se ve divido
en dos, pero ambos mostraron el mismo contenido proteico
en la electroforesis por lo que se establecié como uno solo,
el cual corresponde a las proteinas que no interaccionan con
la matriz de sefarosa-DEAE, eluyendo directamente con la
solucién tampon de lavado; los picos Il y Ill corresponden a
las proteinas retenidas en la matriz, las cuales eluyeron con
el gradiente salino que va de 20 a 800 mM de Cloruro de
sodio (Fig 1A).

En el pico I de la figura 1A, se observan 10 bandas con pesos
moleculares heterogéneos entre 20 a 70 kDa, con una cantidad
de 8 mg (Carril 2, Figura 1B), todas las bandas presentes fueron
identificadas por la tecnica de MALDI-TOF, como pertenecien-
tes al hospedador del orden rodentia. El pico Il, se le determind
una masa proteica de 10 mg de proteina total, las cinco bandas
presentes fueron identificadas como albumina bovina (Carril 3
Figura 1B), inclusive las de menor peso molecular, clara indica-
cion de degradaciones enzimaticas en la solucion.

A el pico lll, se le determind una masa proteica de 4.8 mg; en
la electroforesis se observa una sola banda (Carril 4, Figura
1B); para demostrar aln mas su pureza, este pico fue tefiido

Figura 1A B
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Figura 1. A. Perfil cromatogréafico obtenido de la purificacion de la proteina
PNC 3D a partir del cultivo de virus del serotipo VO1C del virus de la fiebre
aftosa, Pico 1 (Proteinas no retenidas en la matriz); Pico 2 y 3 (Proteinas eluidas
por el gradiente salino). B. Electroforesis SDS PAGE al 12.5%. Carril 1: Marcador
de peso molecular (kDa) ; Carril 2: Proteinas obtenidas en el Pico |; Carril 3:
Proteinas obtenidas en el Pico Il ; Carril 4: Proteinas obtenidas en el Pico IIl.
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Figura 2. A. SDS PAGE de la proteina no capsidal 3D tefiida con nitrato de
plata. B. Espectro de masas que coincide con la masa tedrica de la proteina
no capsidal 3D polimerasa.

con nitrato de plata que es mucho mas sensible, demostran-
dose igualmente la misma banda sin contaminantes ( Carril 2,
Figura 2A), su identificacion no se logro por MALDI-TOF pero
si fue identificada por la técnica de Electroespray trampa
idnica (LTQ_Velos), como RNA-directed RNA polymerase
3D-POL (P3D-POL), con la secuencia SLGQTITPADK (Figu-
ra 2B), ubicada entre los aminoacidos 2222 al 2232 que se
encuentra dentro de la longitud de los 470 a.a que abarcan
a esta proteina. Ademas su peso molecular fue determinado
en 51 KDa, utilizando como referencia un marcador de peso
molecular conocido y el software Image Lab™ (Figura 3). Este
peso tiene gran similitud con el de otros trabajos donde esta
proteina es producida de forma recombinante con un peso
molecular de 53 KDa*.

La electroforesis bidimensional de la proteina 3D, ya purifi-
cada, se realizo usando isoelectroenfoque (IEF) en la primera
dimension y un gel denaturante (SDS-PAGE) en la segunda di-
mensioén (Figura 4), revelando caracteristicas interesantes de la
proteina, donde se observa claramente tres isoformas, en un
rango de pH aproximado entre 5y 6, abarcando el area del
punto Isoeléctrico tedrico de la proteina 3D (pH 5.96), el cual
concuerda con el suministrado por la base de datos Uniprot.

La discriminacion de los anticuerpos especificos contra la
proteina 3D purificada, se logro por medio de una cromato-
grafia de afinidad (Figura 5, carril 2 y 3); donde no se obser-
van impurezas ni en 5 ni en 10 mg, se obseva solo la cadena
pesada y liviana que las caracteriza con pesos moleculares
de 50y 25 kDa.

El test para deteccién de IgG especificos (método de Out-
cherlony) mostr6é dos bandas de precipitacion tipo romboi-
dal, para las IgG del suero hiperinmune de las cabras obte-
nido en la inmunizacién, lo que indica que hubo interaccién
entre la proteina-3D y su anticuerpo especifico, (figura 6A).
El cual fue confirmado por el revelado de la banda que hizo
reaccion con la técnica de western blot (Figura 6B).
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Figura 3. Grafica que determina el peso molecular de la proteina no capsidal 3D.
Discusion

La eleccion de la proteina no capsidal 3D polimerasa para su
purificacién, se debié a que ademas de estar directamente
implicada en la replicacién del virus y de ser una proteina
conservada entre los diferentes serotipos, también es alta-
mente inmunogenica’®, lo que fue importante para la obten-
cion de los anticuerpos especificos contra esta proteina. Su
purificacién de forma nativa la hace un método éptimo por
la abundante materia prima del cual se puede obtener la pro-
teina, lo que baja los costos comparandolo con la purifica-
cion de forma recombinante, pues ademas de este modo se
han encontrado problemas asociados, como la presencia de
anticuerpos contra los antigenos utilizados como vectores de
expresion, lo cual puede resultar en significativas reacciones
no especificas®.

En esta investigacion se logré de manera exitosa el aisla-
miento y la purificacién de la proteina de interés utilizando
el método cromatografico de intercambio iénico, quedando
esta retenida en la matriz y siendo especificamente eluida en
el pico llI, gracias a él gradiente salino utilizado; siendo ais-
lada de las impurezas que quedaron en los otros dos picos.
Durante todo el tiempo de la investigacién se observo que
esta purificacién depende mucho del estadio de maduracion
del virus; pudiéndose demostrar que solo cuando el cultivo
de virus se encuentra en un estadio maduro, es donde se
logra purificar, muy posiblemente porque ya la poliproteina
esta totalmente clivada y las proteinas individualizadas listas
para cumplir sus funciones bioldgicas.

La pureza tanto del antigeno no estructural 3D como de los
anticuerpos especificos contra ella, abre la posibilidad de
producir un kit de Elisa directo, que sirva para evaluar las sus-
pensiones en las distintas etapas del proceso de elaboracién
de la vacuna anti-aftosa, con el objetivo de que los producto-
res mejoren sus procedimientos y logren reducir por debajo
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Figura. 4. Mapa electroforetico bidimensional de la proteina 3D.

del 5% la presencia de PNC en la vacuna; todo esto con el
fin de seguir los lineamientos establecidos por los entes de
control internacionales de la enfermedad y tener una vacuna
de alta calidad, que no genere interferencias en los métodos
de diagndstico de la patologia y se logre diferenciar los ani-
males vacunados de los infectados.

Agradecimientos

A la universidad de Pamplona y a la empresa Limor de Co-
lombia, por hacer posible la realizacién de este trabajo.

Ayuda Técnica

El andlisis del peso molecular por MS-MALDI-TOF, se lle-
vo a cabo en el CBMSO (Centro Biologia Molecular Severo
Ochoa), que pertenece a ProteoRed, PRB2-ISCIII, con el apo-
yo de la concesiéon PT13 /0001 “.

7 — I B |
€5 ey -

—p |GG Cadena pesada
45—
N

—p |§G Cadena Liviana
21 g

— -

Figura 5. SDS-PAGE de los anticuerpos purificados por cromatografia de
Afinidad. Carril1: Marcador de peso molecular. Carril 2 y 3: IgG cargada con
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Figura 6. 6a) Doble difusion de la proteina 3D con IgG producidas en la
cromatografia de afinidad sefarosa-3D. 6b) Western blot de la proteina 3D
identificada por las IgG purificadas por afinidad de sefarosa-3D.

Responsabilidades éticas

Los autores declaran que para esta investigacion se han rea-
lizado experimentos en animales. Con conocimiento del co-
mité de ética de la Universidad de Pamplona.

Declaracién de financiacion. Este estudio fue financiado por
la universidad de Pamplona.

Conflictos de interés. Los autores declaran no tener ningin
conflicto de intereses.

Bibliografia

Saiz M, Nunez J, Jimenez-Clavero M, et al. Foot-and-mouth disease virus:
biology and prospects for disease control. Microbes Infect. 2002; 4: 1183—
1192.

Knight-Jones TJ, Robinson L, Charleston B, et al. Global Foot-and-Mouth
Disease Research Update and Gap Analysis: 4 - Diagnostics. Transbound
Emerg. 2016; Dis. 63(Suppl. 1), 14-29. doi: 10.1111/tbed.12522

Knowles NJ, Hovi T, Hyypia T, King AMQ, Lindberg AM, Pallansch MA,
Simmonds P, Skern T, Stanway G, Yamashita T, Zell R. Family Picornaviridae.
In KihngAMQ,Adams MJ, Carstens EB, Lefkowitz EJ (ed). Virus taxonomy.
Ninth report of the International Committee on Taxonomy of Viruses.
Elsevier Academic Press, Amsterdam, The Netherlands: 2012. pp 855-880.
Teifke JP, Breithaupt A, Haas B. 2012. Foot-and-mouth disease and its
differential diagnoses. Tierarztiche Praxis Ausgabe G Grosstiere Nutztiere.
2012; 40 (4): 225-37

Malik N, Kotecha A, Gold S, et al. Structures of foot and mouth disease virus
pentamers: Insight into capsid dissociation and unexpected pentamer
reassociation. PLoS pathogens. 2017; 13(9), e1006607. doi:10.1371/
journal.ppat.1006607

Gao'Y, Sun S, and Guo HC. Biological function of Foot-and-mouth disease
virus non-structural proteins and non-coding elements. Virology journal.
2016; 13, 107. doi:10.1186/s12985-016-0561-z

Teterina NL, Gorbalenya AE, Egger D, et al. Testing the modularity of the
N-terminal amphipathic helix conserved in picornavirus 2C proteins and
hepatitis C NS5A protein. Virology; 2006; 344: 453-67.

20.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Nayak A, Goodfellow IG, Woolaway KE, et al. Role of RNA structure and
RNA binding activity of foot-and-mouth disease virus 3C protein in VPg
uridylylation and virus replication. J Virol. 2006; 80: 9865-75.
Martinez-Salas E & Belsham GJ. Genome Organisation, Translation and
Replication of Foot-and-mouth Disease Virus RNA. In: Foot-and-Mouth
Dis Curr Res Emerg Trends, Edited by F. Sobrino & E. Domingo. Caister
Academic Press. U.K: 2017. pp. 13-42.

Kjeer J. Conserved elements within the genome of foot-and-mouth
disease virus; their influence on viral replication [tesis doctoral], Lindholm,
Technical University of Denmark, 2017.

Bergmann |, Malirat V, Neitzert E, Correa E. Validation of the I-ELISA 3
ABC/EITB system for use in food-and-mouth disease surveillance. In:
overview of the South American experience. Foot-and Mouth Disease:
Control strategies. Paris: Francia; 2003. pp. 361 - 370

OIE. Foot and mouth disease (infection with foot and mouth disease
virus), In: Manual of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals,
Chapter 2.1.8. Paris, France. 2017; pp 1-32.

OIE. Principles and methods of validation of Diagnostic assays for
infectious diseases. In: OIE Manual of Standards for Diagnostic Tests
and Vaccines, Chapter 1.1.6. Version adopted by the World Assembly of
Delegates of the OIE in May 2013.

Centro panamericano de fiebre aftosa — PANAFTOSA. Requisitos para
acreditacion de sistemas nacionales oficiales para el control de calidad de
vacuna antiaftosa”, Brasil, 2002; pp 2-12

ICA. Instituto Colombiano Agropecuario. Resolucion No. 001166. https://
www.ica.gov.co/getdoc/0200ab1f-3bae-4a66-a18a-396d3202391d/Lab-
de-Productos-Biologicos.aspx.

Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, et al Measurement of protein using
bicinchoninic acid. Analytical Biochemistry. 1985; Pages 76-8

Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage T4. Nature; 1970. 227 (5259): 680-685.

O’Farrell PH. High resolution two-dimensional electrophoresis of proteins.
J. Biol. Chem. 1975; 250: 4007-21. PMC 2874754.

Shevchenko A, Wilm M, Vorm O, Mann M. Mass spectrometric sequencing
of proteins silver-stained polyacrylamide gels. Anal Chem. 1996; 68:850-
858.

Perkins DN, Pappin DJ, Creasy DM, Cottrell JS. Probability-based protein
identification by searching sequence databases using mass spectrometry
data. Electrophoresis. 1999; 20:3551-3367.

Jorge 1, Casas EM, Villar M, et al. High-sensitivity analysis of specific
peptides in complex samples by selected MS/MS ion monitoring and
linear ion trap mass spectrometry: application to biological studies.
Journal of Mass Spectrometry. 2007. 42(11): 1391-403

Warr GW. Preparation of antigens and principles of immunization. In:
Antibody as a Tool. John Wiley, New York, 1982. pp. 21-58.

Grodzki AC, Berenstein E. Antibody purification: ammonium sulfate
fractionation or gel filtration. In: C. Oliver and M.C. Jamur (eds),
Immunocytochemical Methods and Protocols, Methods Mol Biol. 2010;
588:15-26. doi: 10.1007/978-1-59745-32403.

Cuatrecasas P. Protein purification by affinity chromatography:
derivatizations of agarose and polyacryfamide beads. J. Biol. Chem. 1970;
245:3059-65.

Catty D, Raykundalia C. Production and quality control of polyclonal
antibodies. In: Catty, D eds Antibodies. Vol. I. A Practical Approach. IRL
Press, Oxford, 1988 pp. 19- 80.

Kirschenbaum DM. in “Handbook of biochemistry and molecular biology”
(G. D. Fasman, ed.). CRC Press, Cleveland, Ohio, 1976. 3rd Ed., Vol. 2, p.383.
Harlow E, Lane D. Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.Gagnon, P. 1996.
Ouchterlony O, Nilsson LA. Immunodiffusion and immunoelectrophoresis.
In: Weir, D.M. (Edit) Handbook of immunological methods, Vol. 1:
Immunochemistry. Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1978; 1 9:1.
Towbin H, Staehelin T, Gordon J. Electrophoretic transfer of proteins
from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some
applications. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 1979; 76 (9), 4350-4354.

Kumar R, Hosamani M, Sreenivasa BP, et al. Expression of Foot-and-
Mouth Disease Virus Non-Structural Protein, 3D in Insect Cells and its
Application in Detection of Anti-FMDV Antibodies. Indian journal of
virology: an official organ of Indian Virological Society. 2012;23(3):326-
332. doi:10.1007/s13337-012-0098-8.

381



