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Summaiy. - A s i m p l e  p r o c e d u r e  w a s  u s e d  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  
p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  o f  c o x s a c k i e v i r u s  B 3  ( N a n c y  s t r a i n ) .  F o r  a l a rge -
s c a l e  p r o d u c t i o n  o f  v i r u s .  V e r o  ce l l s  g r o w n  i n  r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  
u s e d .  V i r u s  c o n c e n t r a t e  f r o m  a l a r g e  v o l u m e  o f  ce l l  c u l t u r e  s u p e r n a ­
t a n t  w a s  p r e p a r e d  b y  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  6 % ( w / w )  p o l y e t h y l e n e  
g lyco l .  T h i s  c r u d e  a n t i g e n  w a s  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  b a n d i n g  i n  c e s i u m  
c h l o r i d e  g r a d i e n t  u s i n g  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  i n f e c t i v i t y  a n d  h a e -
m a g g l u t i n a t i o n  ac t iv i ty  o f  v i r u s  w e r e  c h e c k e d  u p  d u r i n g  t h e  w h o l e  
p r o c e d u r e  a n d  t h e  f i n a l  r e c o v e r y  o f  i n f e c t i o n s  v i r u s  w a s  a b o u t  6 0  % .  

Key words: coxsackievirus B3: concentration: purification: poly ethylene-

glycol 

C o x s a c k i e v i r u s e s  a r e  i m p o r t a n t  h u m a n  p a t h o g e n s  w h i c h  c a u s e  a w i d e  s p e c ­
t r u m  o f  d i s e a s e s ,  r a n g i n g  f r o m  m i n o r  c o m m o n  c o l d s  t o  s e v e r e  m y o c a r d i t i s ,  
n e u r o l o g i c a l  d i s o r d e r s ,  a n d  p o s s i b l y  a c u t e  d i a b e t e s  ( M e l n i c k .  1985;  F r i s k  er al.. 
1985).  T o  s t u d y  t h e  r o l e  o f  v i r u s e s  i n  i n f e c t i o u s  m y o c a r d i o p a t h y .  w e  c h o s e  
c o x s a c k i e v i r u s  B 3  a s  a m o d e l  b e c a u s e  o f  o b v i o u s  s i g n i f i c a n c e  o f  c o x s a c k i e  
B v i r u s e s  i n  c l in ica l  c a r d i o l o g y  ( L e r n e r  et al.. 1975).  I n  t h e  f i r s t  s t a g e  o f  t h i s  s t u d y  
it  w a s  n e c e s s a r y  t o  p r e p a r e  a s u f f i c i e n t l y  l a r g e  a m o u n t  o f  v i r u s  a n d  i n  t h i s  p a p e r  
w e r  r e p o r t  a m o d i f i e d  p r o c e d u r e  o f  c o n c e n t r a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  c o x s a c k i e ­
v i r u s  B 3 .  

A l l  t h e  s i x  t y p e s  o f  g r o u p  B c o x s a c k i e v i r u s e s  m u l t i p l y  q u i t e  w e l l  i n  t h e  
e p i t h e l i a l  c e l l s  o f  p r i m a t e s ,  h o w e v e r ,  n o n - p r i m a t e  h o s t  ce l l s  c a n  b e  a l s o  i n f e c t e d  
s u c c e s s f u l l y  ( L e n a h a n  et al., 1960).  N e v e r t h e l e s .  t h e  c u l t u r e s  o f  V e r o  o r  H e L a  
c e l l s  w e r e  r e c e n t l y  u s e d  m o s t  f r e q u e n t l y  i n  v i ro log i ca l  s t u d i e s  ( C h a t t e r j e e  et al.. 
1981;  M a p o l e s  et al.. 1985;  K a n d o l f  et a/.. 1985;  L i n d b e r g  et al.. 1987).  I n  o u r  
s t u d y ,  t h e  l a r g e - s c a l e  p r o p a g a t i o n  o f  c o x s a c k i e v i r u s  B 3  ( N a n c y  s t r a i n )  w a s  
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c a r r i e d  o u t  in  V e r o  c e l l s  c u l t u r e d  i n  r o l l e r  b o t t l e s  in  E a g l e ' s  m i n i m u m  e s s e n t i a l  
m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  5 % n e o n a t a l  c a l f  s e r u m  a n d  a n t i b i o t i c s .  C o n f l u e n t  
m o n o l a y e r s  o f  V e r o  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  v i ra l  i n o c u l u m  u s i n g  a m u l t i p l i c i t y  
o f  0.1  T C I D j o  p e r  cel l .  A f t e r w a r d s ,  t h e  g r o w t h  m e d i u m  w a s  c h a n g e d  f o r  t h e  
m a i n t e n a n c e  L e i b o w i t z  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 % n e o n a t a l  ca l f  s e r u m  
a n d  antibiotics.  W h e n  t h e  r a d i o l a b e l e d  v i r u s  w a s  prepared.  3 H ] - u r i d i n e  (1 ^ C i / m l .  
S i g m a )  w a s  a d d e d  t o  t h e  m a i n t e n a n c e  m e d i u m .  B o t t l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 4  h r  
a t  3 7  ° C ,  w h e n  100 % c y t o p a t h i c  e f f e c t  w a s  e v i d e n t  a n d  t h e  m a j o r i t y  o f  c e l l s  h a d  

d e t a c h e d  f r o m  t h e  s u r f a c e .  A f t e r  t h r e e  f r e e z e - t h a w  c y c l e s  t h e  ce l l  s u s p e n s i o n  

w a s  c l a r i f i ed  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 0 0  x g f o r  2 0  m i n .  
F o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v i r u s  f r o m  a l a r g e  v o l u m e  o f  t h e  ce l l  c u l t u r e  

s u p e r n a t a n t  w e  c h o s e  a n d  s l igh t ly  m o d i f i e d  t h e  t e c h n i q u e  o f  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  
p o l y e t h y l e n e  g lyco l  ( P E G )  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  6 0 0 0 .  w h i c h  h a d  b e e n  a p p l i e d  
p r e v i o u s l y  f o r  o t h e r  v i r u s e s  ( W e t z  et al„ 1983;  D o n t a  er al.. 1990).  T o  t h e  c l a r i f i ed  
s u p e r n a t a n t  5 0 %  P E G  s o l u t i o n  i n  1.25 m o l / 1  N a C l  w a s  a d d e d  g r a d u a l l y  t o  t h e  
final c o n c e n t r a t i o n  o f  6 % ( w / w )  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  T h e  p r e c i p i t a -

80 ?c»ci  

3 CsCl density gradient centrifugation of 

Infectivity (O): hemagglut inat ion activity 
(•): radioactivity (A): CsCl density (no 
points). Abscissa: fraction number. Ordi­
nate: cpm x 10"-; (left): -log TCID 5 0 /ml  
(right): CsCl g/rnl (inside up): H A U / m l  
(inside down). 

coxsackie virus preparation 

Fig. 1 
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t e d  v i r u s  w a s  s e d i m e n t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  at  10 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n .  T h e  pe l le t  
w a s  r e s u s p e n d e d  i n  4 0  m l  o f  P B S  a n d  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  c l a r i f i e d  b y  c e n t r i f u g a ­

t i o n  a t  5 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n .  
M e t h o d s  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  c o x s a c k i e  B v i r u s e s  u s i n g  c e s i u m  c h l o r i d e  

g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  w e r e  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( C r o w e l l  et a I.. 1971;  C h a t t e r -
j e e  et al., 1981) ,  n e v e r t h e l e s s ,  w e  s l i gh t l y  m o d i f i e d  t h e m  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  
T h e  c r u d e  v i r a l  a n t i g e n  p r e p a r e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s t e p  w a s  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a ­
t i o n  a t  150 0 0 0  x g f o r  2 h r  a t  6 ° C  i n  t h e  B e c k m a n  7 0  T i  r o t o r .  T l i e  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  5 m l  o f  P B S  c o n t a i n i n g  0 . 1 5 %  N o n i d e t  P -40 ,  i n c u b a t e d  o v e r ­
n i g h t  a t  4 ° C ,  h o m o g e n i z e d ,  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  5 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n  t o  r e m o v e  
i n s o l u b l e  d e b r i s .  T h i s  c l a r i f i e d  v i r u s  s u s p e n s i o n  w a s  l a y e r e d  o v e r  a 10.5 m l  
d i s c o n t i n u o u s  g r a d i e n t  o f  C s C l  i n  P B S  ( t h r e e  l a y e r s  b y  3 . 5  m l :  1 . 2 5 - 1 . 3 5 - 1 . 4 5  
g / m l )  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  120 0 0 0  x g f o r  12 h r  a t  8 ° C  i n  t h e  B e c k m a n  S W  2 8 . 1  
r o t o r .  

Virus - solid line: control - broken line: 
CsCl density - dotted line. Abscissa: frac­
tion number .  Ordinate: A : s o  (main): CsCl 
g /ml  (inside). 

CsCl density gradient centr i fugat ion o f  
coxsackie virus and mock-infected control 

preparations 

Fig. 2 
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1 m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  b o t t o m  o f  t h e  t u b e  a n d  a s s a y e d  f o r  t h e  
in fec t iv i ty ,  h e m a g g l u t i n a t i o n  act iv i ty  a n d  rad ioact iv i ty  (Fig .  1). T h e  i n f e c t i o u s  
t i ter  o f  s e l e c t e d  f r a c t i o n s  in  t h e  a r e a  o f  v i r u s  par t ic le s  w a s  d e t e r m i n e d  in 
m i c r o t i t e r  p l a t e s  w i t h  V e r o  ce l l s .  F o r  h e m a g g l u t i n a t i o n  act iv i ty  v i r u s  s a m p l e s  
w e r e  t i t ra ted  in m i c r o t i t e r  p l a t e s  u s i n g  h u m a n  e r y t h r o c y t e s  ( M e l n i c k .  1969). T h e  
a b s o r b a n c e  at  2 8 0  n m  w a s  a l s o  r e c o r d e d  (Fig.  2). 

T w o  c o m m o n  a b s o r p t i o n  m a x i m a  w e r e  f o u n d  in p r e p a r a t i o n s  o f  b o t h  v i r u s  
a n d  m o c k - i n f e c t e d  c o n t r o l  ( p e a k  4 a n d  5 in Fig .  2). In t h e  c a s e  o f  v i r u s  t h e r e  
a p p e a r e d  a n o t h e r  t h r e e  d e n s e  p e a k s ;  t w o  o f  t h e m  ( p e a k  2 a n d  3 )  e v i d e n t l y  
c o r r e s p o n d e d  in d e n s i t y  t o  t h e  i n f e c t i v e  a n d  d e f e c t i v e  v i r u s  par t ic le s  (1.34 a n d  
1.30 g / m l ,  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e s e  f i n d i n g s  w e r e  c o n f i r m e d  b y  c h e c k i n g  t h e  in fec t i ­
v i ty ,  h e m a g g l u t i n a t i o n  ac t iv i ty  a n d  r a d i o a c t i v i t y  o f  al l  s a m p l e s  ( F i g .  1). a n d  a r e  
i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  d a t a  p u b l i s h e d  f o r  o t h e r  c o x s a c k i e v i r u s e s  ( C h a t t e r -
j e e  ei a I., 1983;  M u i r  et al.. 1990). I n  o t h e r  e x p e r i m e n t s  w e  c o n f i r m e d  t h a t  o n l y  
t h e  c o m p l e t e  i n f e c t i o n s  v i r i o n s  w e r e  a b l e  t o  a g g l u t i n a t e  h u m a n  e r y t h r o c y t e s ,  
w h e r e a s  t h e  d e f e c t i v e  v i r u s  p a r t i c l e s  o f  l o w e r  b u o y a n t  d e n s i t y  l a c k e d  t h i s  
a g g l u t i n a t i o n  c a p a c i t y  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  

T o  r e m o v e  C s C l .  v i ra l  m a t e r i a l  f r o m  t h e  f r a c t i o n s  6 a n d  7 w a s  d i l u t e d  i n  4 0  m l  
o f  P B S  a n d  c e n t r i f u g a t e d  a t  150 0 0 0  x g f o r  2 h r  a t  6 ° C  i n  t h e  T i  70  r o t o r .  T h e  
p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  a s m a l l  v o l u m e  o f  P B S  a n d  c l a r i f i ed  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a t  5 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n .  I f  n e c e s s a r y ,  t h i s  v i r u s  s u s p e n s i o n  c a n  b e  r e c e n t r i f u g a t e d  
i n  t h e  C s C l  g r a d i e n t  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  

T h e  e f f i c i e n c y  o f  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  c h e c k e d  

b y  t i t r a t i o n  o f  t h e  i n f ec t i v i t y  a n d  h e m a g g l u t i n a t i o n  ac t iv i ty  o f  t h e  in i t ia l  

m a t e r i a l ,  t h e  P E G  p r e c i p i t a t e  a n d  t h e  final v i r u s  p r e p a r a t i o n .  V i r u s  t i t r a t i o n  w a s  

c a r r i e d  o u t  b y  t h e  p l a q u e  m e t h o d .  
F r o m  t h e  r e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  1 it c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  y i e l d  o f  i n f e c t i o n s  

v i r u s  a c h i e v e d  b y  t h i s  m e t h o d  is  s u f f i c i e n t  e n o u g h ,  t h e  final r e c o v e r y  b e i n g  
a b o u t  6 0  % .  A d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  d e s c r i b e d  p r o c e d u r e  c o n s i s t s  i n  a r e l a t ive ly  

Table 1. The efficiency of virus concentration procedure 

Initial 
material 
(520 ml) 

P E G  
precipitate 

(38 ml) 

Final 
concentrate 

(7 ml) 

per m 1 Total per  ml Total per ml  Total 

Infectious 
titer (PFU)  
(%) 

2x10s  1.04x10" 
(100) 

2x10" 7.60x10"' 
(73.1) 

9.x 10g 6.30x10'" 
(60.6) 

Haemagglutination 
titer ( H A U )  
(%) 

2 1040 
(100) 

32 1216 
(107.9) 

128 896 
(86.2) 
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e a s y  a n d  r e l i a b l e  d e t e c t i o n  o f  t h e  a r e a  o f  v i r u s  p a r t i c l e s  a f t e r  f r a c t i o n a t i o n  i n  t h e  
C s C l  g r a d i e n t ,  b a s e d  o n  t h e  m e r e  r e c o r d i n g  o f  a b s o r b a n c e  a t  2 8 0  n m  a n d  t h e  
m e a s u r e m e n t  o f  b u o y a n t  d e n s i t y  ( r e f r a c t i v e  i n d e x ) ,  r e s p e c t i v e l y .  
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