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RESUMEN 

 

El virus de la diarrea viral bovina es un problema sanitario en los planteles 

bovinos alrededor del mundo. Actualmente, con el desarrollo de los métodos de 

diagnósticos, ha sido posible la implementación de programas de control y 

erradicación para este patógeno basados en la detección de animales 

persistentemente infectados (PI). En nuestro país, según el Servicio Agrícola y 

Ganadero, la infección con este virus es de notificación obligatoria, pero no existe 

ningún programa para el control de esta enfermedad y tampoco dispositivos que 

permitan la evaluación de los animales en terreno.  El objetivo de este proyecto 

es el diseño y generación de un sistema de detección rápida por 

inmunocromatografía (tira reactiva o prueba de flujo lateral) para el virus de la 

diarrea viral bovina. Para esto se produjo la proteína de la cápside viral Erns de 

manera recombinante en células de insecto, con la cual se realizó la inmunización 

de ratones y gallinas para la obtención de anticuerpos monoclonales IgG y 

aviares IgY, respectivamente.  Los anticuerpos monoclonales obtenidos se 

marcaron con nanopartículas de oro (AuNPs), y los anticuerpos aviares IgY anti-

rErns e IgG anti-ratón se imprimieron en una membrana de nitrocelulosa para el 

montaje final del sistema inmunocromatográfico. El ensayo de flujo lateral 

propuesto detecta hasta 25 ng de la proteína rErns demostrando que puede 

convertirse en una herramienta para el diagnóstico de animales PI con el VDVB. 
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ABSTRACT 

 

 

Bovine viral diarrhea virus is a health problem in cattle herds around the world. 

Currently, with the development of diagnostic methods, it has been possible to 

implement control and eradication programs for this pathogen based on the 

detection of persistently infected animals (PI). In our country, according to the 

Servicio Agrícola y Ganadero, infection with this virus is notifiable, but there is no 

program for the control of this disease and there are no devices that allow the 

evaluation of animals in the field. The aim of this project is to design and generate 

a rapid detection system by immunochromatography (test strip or lateral flow test) 

for bovine viral diarrhea virus. For this purpose, the viral capsid protein Erns was 

produced recombinantly in insect cells, with which mice and hens were immunized 

to obtain IgG monoclonal antibodies and IgY antibodies, respectively. The 

monoclonal antibodies were labelled with gold nanoparticles (AuNPs), and the 

avian IgY anti-Erns and IgG anti-mouse antibodies were printed on a 

nitrocellulose membrane for the final assembly of the immunochromatographic 

system. The proposed lateral flow assay detects up to 25 ng of rErns protein 

demonstrating that it can become a tool for the diagnosis of PI animals with BVDV. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Virus de la diarrea viral bovina (VDVB) 

1.1.1 Generalidades 

El Virus de la diarrea viral bovina (VDVB), es un virus envuelto de ARN simple 

cadena perteneciente al género pestivirus y forma parte de la familia Flaviviridae. 

El genoma de este virus codifica para una única poliproteína, la cual es procesada 

por proteasas generando proteínas estructurales y no estructurales (Figura 1). El 

grupo de las proteínas no estructurales está compuesto por las proteínas Npro, 

NS2/NS3, NS4A, NS4B, NS5A, y NS5B, las cuales están involucradas en la 

replicación del ARN viral (K. H. Choi et al., 2006). Dentro del grupo de proteínas 

estructurales encontramos 4 proteínas: las proteínas  Erns (E0), E1, E2 y la 

proteína de la cápside C, que se localizan en la superficie del virus (Krey et al., 

2012; Simmonds et al., 2017).  
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La proteína Npro es la primera proteína en ser traducida y tiene una actividad 

autoproteolítica (Neill, 2013; J. F. Ridpath, 2005). La proteína Erns es una 

glicoproteína de entre 44-48 kDa que posee 7 sitios de N-glicosilación (F.-I. Wang 

et al., 2015), la cual tiene una actividad ARNasa (Schneider et al., 1993) que se 

ha demostrado facilita la evasión de la respuesta antiviral mediada por interferón 

(IFN) en el hospedero favoreciendo, por tanto, el establecimiento de animales 

persistentemente infectados (PI) (Meyers et al., 2007). Erns posee un sitio de 

anclaje transmembrana atípico careciendo de una hélice transmembrana lo cual, 

ha sido relacionado con la excreción de esta proteína al espacio extracelular 

(Fetzer et al., 2005; Rümenapf et al., 1993).  Las proteínas E1 y E2 son las 

involucradas en el proceso de internalización celular del virión (Omari et al., 

Figura 1. Morfología y estructura del VDVB. Ilustración de la partícula del virus del 
VDVB y sus proteínas estructurales y no estructurales(modificado de Al-Kubati et al., 
2021, Simmonds et al., 2017 ). 
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2013). La proteína E1 es el componente menos caracterizado del virión, y hasta 

ahora no se han analizado en detalle ni su estructura ni su función, pero se ha 

descrito que E1 forma heterodímeros con la proteína E2 y que estos permiten la 

entrada del virus a la célula (Qi et al., 2022). La proteína E2  es la proteína más 

abundante de la envoltura del virus y la proteína que induce la mayor respuesta 

inmune seguido por la proteína Erns (Al-Kubati et al., 2021). La proteína NS2/NS3 

es procesada mediante la función autoproteasa de la proteína NS2 (Neill, 2013; 

Tautz et al., 2015), siendo esta función esencial para el clivaje de las proteínas 

NS2 y NS3 y la replicación viral (Lackner et al., 2004; Mathapati et al., 2010). La 

proteína NS3  posee una doble actividad enzimática: en la región N-terminal 

contiene un dominio serina proteasa involucrado en el clivaje de las proteínas 

virales ubicadas posterior a NS3, mientras que en la región C-terminal presenta 

un dominio RNA helicasa y NTPasa (Neill, 2013; J. F. Ridpath, 2005; Tautz et al., 

2015). La proteína NS4A actúa como cofactor de NS3, siendo necesaria para la 

actividad de la serina proteasa (Neill, 2013). En cuanto a la proteína NS4B, se ha 

demostrado formar parte del complejo de replicación viral junto con NS5A y NS5B 

esta última es una  RNA polimerasa-RNA dependiente involucrada en la 

replicación del RNA viral (Neill, 2013; J. F. Ridpath, 2005). 

El VDVB se divide en 2 genotipos, VDVB-1 y VDVB-2, los que difieren en genética 

y antigenicidad (Vilcek et al., 2005) y estos a su vez se dividen en 22 subtipos de 

VDVB-1 (1a-1v) y 4 subtipos de VDVB-2 (2a-2d) (Y. Wang & Pang, 2024). 

Además, basados en su actividad citopática en cultivos celulares, el VDVB se 
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encuentra subclasificado en virus citopáticos (CP) y no-citopáticos (NCP), siendo 

la variante NCP el que se encuentra con mayor frecuencia en la naturaleza (J. F. 

Ridpath, 2008). 

El VDVB se considera un patógeno importante a nivel mundial para la industria 

ganadera y el agente causal de la diarrea viral bovina (DVB), una enfermedad 

que se encuentra en la lista de notificación obligatoria del Servicio Agrícola y 

Ganadero (SAG). Estudios realizados han demostrado la presencia de los 

subtipos 1a, 1b, 1d, 1e, 1j  y del genotipo VDVB-2 (Donoso et al., 2018; Hugues 

et al., 2023; Pizarro-Lucero et al., 2006). Aunque se trata de una enfermedad de 

denuncia obligatoria, el tratamiento preventivo ni las pruebas para la detección 

del VDVB lo son. Según el informe de sanidad animal de 2017 emitido por el 

SAG, el VDVB está presente en los planteles bovinos de nuestro país y señala 

que la DVB fue la enfermedad más diagnosticada dentro de las patologías de la 

lista de denuncia obligatoria para bovinos. El año 2020, del total de denuncias de 

bovinos enfermos ante el SAG, el 39,94% correspondió a un diagnóstico de 

diarrea viral bovina (SAG, 2021). Un estudio publicado el año 2022 señala una 

prevalencia del 76% en los predios del sur de Chile (Alocilla & Monti, 2022). Este 

virus induce estados de inmunosupresión, favoreciendo el desarrollo de 

neumonías bacterianas secundarias (Grooms et al., 2014) y los signos más 

característicos son leucopenia transitoria, fiebre, descargas nasales, tos, disnea, 

diarreas (Tautz et al., 2015). Las consecuencias más graves relacionadas a este 

patógeno son las  afecciones reproductivas produciendo fallas en la fertilización 
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de las hembras y muerte embrionaria (Grooms, 2004). Este agente infeccioso es 

el causante de grandes pérdidas económicas en la industria ganadera mundial 

(Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017) y tiene efectos negativos en distintos 

aspectos de la industria, como la disminución de la capacidad reproductiva de los 

animales, la reducción de la producción de leche, la menor ganancia de peso y 

el aumento de la mortalidad de los animales (Campbell, 2004; Oguejiofor et al., 

2019; Yitagesu et al., 2021; Yue et al., 2021). Estudios realizados muestran que 

a nivel mundial se generan pérdidas de 687 USD por cabeza de ganado (Richter 

et al., 2017) y, en EE. UU., teniendo en consideración las pérdidas por animal 

infectado, se estiman pérdidas totales entre 460 y 767 millones de USD (Givens 

& Newcomer, 2015).  

 

1.1.2 Infección permanente por VDVB 

El VDVB se ha observado que se replica en el tejido epitelial (boca, mucosa 

nasal), el sistema nervioso central, linfocitos de sangre periférica, la médula ósea 

y el tejido linfoide. Además, puede infectar las principales células somáticas del 

tracto reproductivo, como los ovocitos (Qi et al., 2022).  El VDVB entra a la célula 

mediante un proceso de endocitosis mediada por clatrina (Mathapati et al., 2010). 

En este proceso se ven involucradas las proteínas estructurales E2 en su forma 

heterodimérica con la proteína estructural E1 (Neill, 2013; Qi et al., 2022; Riedel 

et al., 2020; Ronecker et al., 2008), los cual interactúa con el receptor CD46 

presente en casi todas las células nucleadas, permitiendo la entrada del virus a 
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la célula (Maurer et al., 2004; Workman et al., 2023). La infección por VDVB 

produce una inmunosupresión con ausencia de signos clínicos que puedan 

evidenciar una infección primaria con el virus (Brackenbury et al., 2003; J. 

Ridpath, 2010). En el ganado existen patógenos que pueden infectar en etapas 

tempranas de estadio fetal y establecer un estado denominado persistentemente 

infectados (PI). Los animales PI son aquellos que están infectados por un agente 

patogénico y permanecen así durante el resto de su vida sin generar una 

repuesta específica contra sus antígenos, produciendo una baja o total ausencia 

de anticuerpos contra el VDVB (Brownlie et al., 2000). En el caso del VDVB, el 

subtipo NCP es el que induce este estado, infectando el feto a través de una 

transmisión vertical desde la madre infectada. Los factores importantes que 

influyen en la transmisión vertical del virus son el estado inmunológico de la 

madre, la etapa de gestación en el momento de la infección, y la variante del virus 

que causa la infección (debe ser la variante NCP) (Brodersen, 2014). Se 

determinó que el periodo de ventana para la generación de un animal PI puede 

variar entre los 25 y 90 días de gestación aproximadamente, pero puede 

producirse en ocasiones tan tempranas como a los 18 días o tan tardías como a 

los 125 días  (Grooms, 2004).  La infección con VDVB en hembras reproductoras 

pueden tener consecuencias asociadas a problemas con la concepción, pérdidas 

embrionarias tempranas, abortos y defectos congénitos, además del nacimiento 

de terneros PI con anomalías múltiples. Cuando la infección se produce en 

etapas tempranas del desarrollo intrauterino, antes de que el animal desarrolle 
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una respuesta inmune, crea una inmunotolerancia que es específica de la cepa 

viral (Peterhans et al., 2003). La cepa NCP del VDVB inhibe la producción de 

interferones del tipo 1, conocidos por tener un efecto antiviral, por lo tanto, el feto 

se encuentra desprotegido frente al virus, permitiendo que este se establezca y 

se genere un animal PI (Peterhans & Schweizer, 2013). En este proceso de 

evasión del sistema inmune se encuentran involucradas 2 proteínas virales, las 

proteínas Erns y Npro. Esta última, induce la degradación del factor de 

transcripción IRF-3 relacionado con la producción de IFN de tipo 1 (Gil et al., 

2006; Hilton et al., 2006). En la familia Flaviviridae, la proteína estructural Erns 

es exclusiva de los pestivirus (F.-I. Wang et al., 2015). Esta proteína estructural 

alberga un dominio activo RNasa de la superfamilia T2 RNasa (Iqbal et al., 2004). 

Esta actividad RNasa de Erns puede inducir apoptosis en linfocitos (Bruschke et 

al., 1997; F.-I. Wang et al., 2015)  y  bloquear la síntesis de IFN tipo I, degradando 

ARN viral extracelular (Mätzener et al., 2009). De esta forma se evita que su 

material genético sea reconocido por el receptor de tipo Toll 7 (TLR-7); receptor 

que reconoce patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), en este 

caso los ARN virales, evitando que se active la respuesta antiviral (Peterhans & 

Schweizer, 2013).  Erns desempeña un papel central en la evasión de la 

respuesta IFN del huésped y favorece el establecimiento y mantenimiento de la 

infección persistente (Meyers et al., 2007). Se ha descrito que la proteína Erns 

es captada por las células y endocitada mediante clatrina, uniéndose a los 

glicosaminoglicanos de la superficie celular (Iqbal et al., 2000). La actividad 
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inhibidora de la Erns se mantiene durante varios días, lo que indica su potente y 

prolongado efecto como antagonista del IFN viral (Zürcher et al., 2014).  

El VDVB se encuentra ampliamente distribuido en animales PI, encontrándose 

en nódulos linfáticos, tracto gastrointestinal, células epiteliales y linfoides, 

pulmones, piel, timo y cerebro (Liebler-Tenorio et al., 2004). Estos animales con 

regularidad sufren infecciones secundarias. Esta circunstancia, unida a su 

susceptibilidad a contraer enfermedades mucosales, reduce su esperanza de 

vida  (Voges et al., 2006), de manera que solo el 28 % llega a los dos años de 

edad (Booth & Brownlie, 2012). Los animales PI secretan el virus en mayor 

concentración y durante mucho más tiempo que animales infectados en los que 

se induce respuesta inmune basada en anticuerpos, por lo que se les considera 

la principal fuente o reservorio del virus (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017). 

El VDVB es secretado y excretado a través de múltiples vías, como la saliva, 

mucosidades nasales, semen, orina, leche y, en una menor medida, en las heces 

(Brock et al., 1998). Por tanto, se extiende rápidamente existiendo informes 

señalando que basta una hora de contacto de un animal seronegativo con uno PI 

para que este resulte infectado (J. F. Ridpath, 2008). 

Estas características de los animales PI los convierte en uno de los blancos más 

importantes para el control y erradicación de la enfermedad. 
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1.1.3 Control y diagnóstico 

En la industria ganadera mundial se ha optado principalmente por dos estrategias 

para controlar el VDVB: los programas de vacunación y los programas de 

identificación y eliminación.  El uso de las vacunas ha demostrado su utilidad en 

el control de otras enfermedades en el ámbito veterinario, como por ejemplo la 

peste porcina clásica (Postel et al., 2018) que también es producida por un 

pestivirus (Virus de la peste porcina clásica). En el caso del VDVB se encuentran 

a disposición vacunas como BOVILIS® VISTA 5 de MSD animal Health (Virus 

inactivado), Bayovac Horizon 10 de Bayer (virus vivo atenuado) y CATTLE 

MASTER® 4+L5 de Pfizer (virus inactivado). Las vacunas vivas atenuadas, si 

bien son capaces de generar una respuesta inmune rápida, no son 

recomendadas en algunos casos como hembras preñadas o animales de menos 

de 7 semanas. Las vacunas de virus inactivado pueden aplicarse en cualquier 

momento y situación, pero se necesitan refuerzos y su efecto protector se 

observa a partir de las 4 semanas, a diferencia de las vacunas vivo atenuadas, 

que confieren protección a los pocos días de su administración (Moennig & 

Becher, 2018) Aunque, la opción de la vacunación es una de las más utilizadas 

para el control de enfermedades infecciosas por su efectividad y bajo costo, el 

caso del VDVB es singular. Se ha observado que se necesita de una inmunidad 

del 100% de la población para evitar el surgimiento de nuevos animales PI, lo 

cual solo se ha reportado en predios pequeño (Ståhl & Alenius, 2011).  

En áreas donde no hay un programa de vacunación contra el VDVB, se han 
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centrado en el desarrollo de protocolos de identificación y eliminación del virus. 

Un ejemplo de esto son algunos países escandinavos, quienes fueron los 

primeros en aprovechar los métodos diagnósticos masivos. Primero, realizando 

una búsqueda general de animales infectados y, después, un seguimiento e 

identificación de los animales PI. Muchos de estos programas fueron exitosos y 

se declararon libres de VDVB. Además, estudios posteriores confirmaron que 

estos programas tienen una relación coste-beneficio favorable (Valle et al., 2005). 

Basándose en los resultados obtenidos en lugares como Noruega, Finlandia 

(Rikula et al., 2005) y Dinamarca (Bitsch et al., 2000), otros países comenzaron 

a utilizar o replicar el mismo sistema, tal como lo hizo Austria en 2004 (Marschik 

et al., 2018) y Suiza el 2008, en donde se realizan pruebas serológicas periódicas 

para mantener los predios controlados (Thomann et al., 2017). Estos estudios 

demuestran la importancia de los métodos de diagnóstico para llevar a cabo este 

tipo de seguimientos, que actualmente se realizan en lugares donde se ha 

implementado un programa de detección y erradicación del VDVB. En el mercado 

existe una amplia gama de productos para la detección del VDVB y la 

identificación de animales PI, los cuales se basan en diferentes técnicas o 

aproximaciones para la detección del virus como: la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) en tiempo real, inmunodetección por ensayo 

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de antígenos o anticuerpos e 

inmunohistoquímica (IHC) (Dubovi, 2013). Un trabajo realizado en 2007 comparó 

distintos sistemas de diagnóstico y demostró que el uso de ensayos de ELISA 
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para la detección de antígenos, kits de PCR y detección por IHC poseen una alta 

correlación (96 %) con un error aproximado de entre el 0,7 y el 1 % (Hilbe et al., 

2007). Otro trabajo del mismo año también compara distintos métodos de 

detección y concluye que las diferentes técnicas utilizadas son opciones fiables 

para la detección de animales PI, pero que cada una debe implementarse 

correctamente y con personal formado para obtener resultados confiables 

(Edmondson et al., 2007).  Esto demuestra que la elección del sistema de 

detección se basa finalmente en la simplicidad de la técnica, en las capacidades 

y en los recursos económicos disponibles para implementar el método elegido. 

Teniendo esto en cuenta, muchos países han optado por la técnica ELISA, ya 

que supone un bajo coste de implementación en comparación con las técnicas 

RT-PCR y IHC. Estas técnicas, además del alto coste de los reactivos necesitan 

de personal altamente calificado y entrenado para implementar la técnica, así 

como una infraestructura y equipos específicos. En nuestro país no existe un 

programa de control del VDVB, pero según el Instructivo técnico para el 

diagnóstico de enfermedades pecuarias, mediante técnica ELISA para la 

certificación de exportación de bovinos en pie del SAG, los kits de detección para 

la DVB aprobados son IDEXX, BVDV Ag/Serum Plus y IDVet, ID Screen® BVD 

P80 Antigen Capture. 

Los sistemas ELISA se basan en el uso de anticuerpos tanto monoclonales como 

policlonales para la detección de una diana específica. Dentro de los diferentes 

sistemas de ELISA desarrollados para la identificación del VDVB, encontramos 
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ensayos para la identificación de anticuerpos contra proteínas estructurales del 

virus y detección de antígenos del VDVB (Y. Wang & Pang, 2024). Los ELISA 

utilizados para la detección de anticuerpos se basan en proteínas del virus que 

pueden ser reconocidas por los anticuerpos presentes en el suero de los 

animales, por ejemplo, la proteína E2 (Behera et al., 2015; Nogarol et al., 2017) 

que ha sido catalogada como la proteína más inmunogénica del virus (Donis, 

1995). Si bien los kits de ELISA de anticuerpos son capaces de detectar de 

manera eficaz la presencia de anticuerpos contra el virus, en el caso de los 

animales PI, que no presentan anticuerpos contra el VDVB, no pueden ser 

detectados por este método. Para detectar los animales PI mediante ELISA, este 

debe basarse en la detección de antígenos. Entre los antígenos investigados 

para su uso en los sistemas de ELISA se encuentran las proteínas Erns (Grego 

et al., 2007; Reza Seyfi Abad Shapouri et al., 2015; Vijayaraghavan et al., 2012) 

y E2 (Marzocca et al., 2007; X. Zhang et al., 2016), debido a que son las proteínas 

más inmunogénicas del virus (Chimeno Zoth & Taboga, 2006) y además en el 

caso de la proteína Erns una de las proteínas más conservada entre los distintos 

subgenotipos del virus (J. F. Ridpath, 2008) y en cual se basa el kit de detección 

comercial aprobado por el SAG,  IDEXX, BVDV Ag/Serum Plus. 
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1.2 Anticuerpos monoclonales y su producción por técnica clásica de 

hibridomas 

 

Los anticuerpos son glicoproteínas denominadas inmunoglobulinas, que 

representan el componente principal de la respuesta inmune humoral. Los 

anticuerpos están compuestos por cuatro polipéptidos, dos copias idénticas de 

las cadenas pesada (55 kDa) y ligera (25 kDa) que se mantienen unidas 

mediante enlaces disulfuro generando una molécula resultante que suele 

representarse esquemática en forma de Y con un tamaño aproximado de 150 

kDa (Lipman et al., 2005). La cadena liviana está compuesta por un dominio 

variable (VL) y uno constante (CL), mientras que la cadena pesada tiene un 

dominio variable (VH) y tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3) 

(Prabakaran & Dimitrov, 2017). El reconocimiento del antígeno por parte de los 

anticuerpos es realizado por la región denominada “fragmento de unión a 

antígenos (Fab)”, que se compone de un dominio constante y otro variable de 

cada uno de los HC y LC (Figura 2). Dentro de la región Fab se encuentra el 

sitio de unión a antígenos, este sitio está compuesto por tres regiones 

determinantes de la complementariedad (CDR) CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 del  

VL de la cadena liviana y CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 del VH de la cadena 

pesada (Chiu et al., 2019). Los anticuerpos son producidos por las células B y 

dependiendo el tipo de población celular pueden dividirse en 2 tipos: 

anticuerpos policlonales y monoclonales (Mitra & Tomar, 2021a). Debido a que 

los antígenos pueden presentan numerosos epítopos que son reconocidos por 
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un gran número de linfocitos la respuesta anticuerpo resultante es policlonal, 

pero, por el contrario, los monoclonales son producidos por una población 

homogénea correspondiente a un único clon de célula B (Lipman et al., 2005). 

Los anticuerpos monoclonales fueron reconocidos por primera vez en sueros 

de pacientes con mieloma múltiple, en los que la expansión clonal de células 

plasmáticas malignas produce altos niveles de un anticuerpo dando a lugar a 

una gammapatía monoclonal. A mediados de la década de 1970, Köhler y 

Milstein idearon una técnica para generar anticuerpos monoclonales de una 

especificidad deseada, (Köhler & Milstein, 1975), fusionando células B 

esplénicas con células de mieloma generando hibridomas inmortales 

productores de un anticuerpo único (anticuerpo monoclonal). Desde la 

publicación de la metodología para la producción de líneas productoras de 

anticuerpos estables mediante la generación de hibridomas (Köhler & Milstein, 

1975), el uso de los anticuerpos monoclonales se ha hecho rutinario, tanto en 

los ámbitos de la investigación como en la clínica, dando paso al desarrollo de 

nuevas terapias (H Michael Shepard, 2017) y herramientas de diagnóstico 

basadas en anticuerpos monoclonales (J. P. Kim et al., 2023; R. Liu & Ko, 2023; 

Lütkecosmann et al., 2019; Qriouet et al., 2021). La producción de anticuerpos 

monoclonales por la técnica clásica de hibridomas tiene la ventaja de utilizar 

células B diferenciadas, y los anticuerpos monoclonales producidos por estas 

células ya han pasado por el proceso de maduración por afinidad (Nutt et al., 

2015). Este es un proceso complejo de refinamiento en el cual se seleccionan 
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aquellos linfocitos que producen la inmunoglobulina de mayor afinidad y avidez 

por un epítopo definido (Doria-Rose & Joyce, 2015). Este refinamiento es el 

resultado de la hipermutación somática de los genes de inmunoglobulina (Doria-

Rose & Joyce, 2015). Además, cabe señalar que más del 90 % de los 

anticuerpos utilizados para diagnóstico o terapia aprobados por la Entidad 

Reguladora de Alimentos y Medicamentos de EE.UU. (Food and Drug 

Administration, FDA) tienen su origen en la tecnología de hibridomas (Mitra & 

Tomar, 2021b; Parray et al., 2020).  

 

1.3 Anticuerpos IgY 

Los anticuerpos IgY son inmunoglobulinas presentes en las aves, los reptiles y 

anfibios, y se consideran el precursor evolutivo de las IgG y las IgE presentes 

en los mamíferos (X. Zhang et al., 2017). La IgY está compuesta 

estructuralmente de manera similar a la IgG, teniendo 2 cadenas pesadas con 

un peso molecular aproximado de 67 a 70 kDa, y dos cadenas ligeras de 25 

kDa. Las cadenas ligeras poseen una región constante y una región variable 

(CL y VL) de manera similar a la IgG. Las cadenas pesadas de la IgY están 

compuestas por cuatro regiones constantes (CH1-CH4) y una región variable 

(VH), en cambio las IgG posee tres regiones constantes en las cadenas 

pesadas (CH1-CH3) (Figura 2). Esta diferencia en la cantidad de las regiones 

constantes es la principal diferencia estructural entre las IgY e IgG confiriéndole 
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a la IgY un mayor peso molecular (180 kDa) en comparación con la IgG (150 

kDa) (Michael et al., 2010).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
La búsqueda de nuevas fuentes de anticuerpos que faciliten el desarrollo de 

técnicas eficaces de menor costo, así como la reducción del uso de animales, 

ha incrementado el interés en los anticuerpos IgY. Las IgY se encuentran en la 

yema de huevo (Tesar et al., 2008) y pueden extraerse sin manipular al animal 

productor, pudiéndose obtener entre 100 y 150 mg de anticuerpos IgY por huevo 

(Pauly et al., 2009; Pereira et al., 2019). Considerando esto, en un periodo de 

un año, con la producción promedio de un huevo diario, se pueden obtener entre 

20 y 40 g de IgY totales, de los cuales hasta un 10 % serían específicos contra 

Figura 2. Representación esquemática de la estructura de los anticuerpos IgY e IgG.  
VL: Dominio variable de la cadena ligera; VH: Dominio variable de la cadena pesada; CL: 
Dominio constante de la cadena ligera; CH: Dominio constante de la cadena pesada; FC: 
Fragmento cristalizable; Fab: Fragmento de unión a antígeno. 
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el antígeno deseado, lo que es considerablemente mayor que lo obtenido a 

partir de mamíferos (Huang & Ahn, 2019; Tini et al., 2002), como se puede 

observar al comparar la obtención de anticuerpos a partir de la yema de huevo 

y desde suero de conejo (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Comparación de la producción de anticuerpos IgG (conejo) e IgY 

 

Animal Conejo (IgG) Gallina (IgY) 

Fuente del anticuerpo Suero Yema de huevo 

Tipo de 

inmunoglobulina 
Policlonal Policlonal 

Toma de muestra Sangrado Colecta de huevos 

Cantidad de anticuerpo 200 mg/sangrado (40 

mL de sangre) 
50-150 mg/huevo 

Interacción con 

Receptor Fc 
Si No 

Interacción con el 

factor reumatoide 
Si No 

Activación del sistema 

complemento en 

mamíferos 

Si No 

Modificado de (Pereira et al., 2019)                                                                                                                                                                 

 

Los métodos de extracción de IgY se basan en la eliminación de lípidos para 

separar una fracción soluble en agua y precipitar los anticuerpos contenidos en 

esta fase soluble. Existen diferentes métodos para obtener IgY a partir de la 

yema de huevo y la elección del método adecuado depende del objetivo, así 
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como de la escala de extracción, el coste y el material disponible. Un método 

frecuentemente utilizado para la extracción de IgY es la precipitación con 

polietilenglicol (PEG) 6.000 (Polson et al., 1980). El método consiste en la 

delipidación de la yema de huevo y posterior precipitación de los anticuerpos 

IgY (Madera-contreras et al., 2022) obteniéndose finalmente una fracción 

concentrada de la IgY total, con una pureza entre el 80 al 90 % (Amro et al., 

2018; Madera-contreras et al., 2022). Otra metodología utilizada es la 

precipitación con sulfato de amonio, donde se realiza una dilución de la yema a 

pH 5,0, y posteriormente se incuban con una solución de sulfato de amonio a 

distintas concentraciones lo que favorece la precipitación de las 

inmunoglobulinas .  

Una ventaja relevante del uso de las IgY se encuentra la distancia evolutiva 

entre mamíferos y aves, lo que posibilita la generación de IgY específicas contra 

proteínas conservadas entre especies de mamíferos (Karlsson et al., 2004; 

Spillner et al., 2012). Otras ventajas de las IgY es que no activan el sistema 

complemento de los mamíferos (incluidos los humanos), no se unen a los 

receptores Fc de los mamíferos ni al factor reumatoide, que es uno de los 

principales causantes de falsos positivos en los inmunoensayos con muestras 

de suero en mamíferos (Dávalos-Pantoja et al., 2012; Gehin et al., 2021; Ghazal 

et al., 2021).  Estas características han convertido a las IgY en un componente 

ideal como herramienta molecular en inmunoensayos diseñados para detectar 

moléculas en el suero sanguíneo humano (Carlander & Larsson, 2001; Kovacs-
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Nolan & Mine, 2012; Larsson et al., 2022) y con potencial para ser utilizado en 

tratamientos de enfermedades infecciosas como el virus zika (Fink et al., 2017), 

la ascariosis (Lopes et al., 2020), rotavirus (Thu et al., 2017), y Pseudomona 

aeruginosa (Sanches et al., 2022). En cuanto a la utilización de IgYs en el 

desarrollo de inmunodiagnósticos,  su aplicación se ha incrementado en los 

últimos años, utilizándose en dispositivos para la detección de coronavirus 

(COVID-19)(Porte et al., 2020), toxoplasmosis (Cakir-Koc et al., 2020), cáncer 

de próstata (Łupicka-Słowik et al., 2019), ascariasis (Jen et al., 2019), 

enfermedad de gumboro (Syahruni et al., 2021), Vibrio parahaemolyticus (Zhai 

et al., 2021) y la proteína E2 del VDVB (X. Zhang et al., 2016). Las 

características antes mencionadas: no unión a los receptores Fc y no activación 

del sistema complemento, han hecho que las IgY sean una alternativa a las 

terapias de inmunización pasiva. Además, la IgY administrada de manera oral 

es generalmente “reconocida como segura” (GRAS por sus siglas en inglés) por 

la FDA (Lee et al., 2021). Los anticuerpos IgY se han usado para el tratamiento 

de pacientes con infecciones de Pseudoma aeruginosa mediante lavados 

bucales (Nilsson et al., 2007) y también mediante la administración intranasal 

de IgYs contra este microorganismo en ratas, inhibiendo la pulmonía murina 

(Thomsen et al., 2021). Otro estudio demostró que la administración de 

anticuerpos IgY anti-SARS-CoV-2 en modelos de ratón tiene un efecto 

protector, sin generar efectos adversos al administrarse por vía intranasal (Fan 

et al., 2022). 
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Las características favorables, como la cantidad de IgY obtenida, una 

metodología de obtención amigable con los animales y un costo factible, junto 

con su lejanía filogenética respecto a los mamíferos y su potencial para 

reconocer regiones conservadas entre ellos, convierten a las IgY en una potente 

alternativa para el desarrollo de nuevos sistemas de detección y terapias 

basadas en el uso de estos anticuerpos (Abbas et al., 2019; Thirumalai et al., 

2019). 

 

1.4 Ensayos inmunocromatográficos de flujo lateral    

Las técnicas de diagnóstico utilizadas actualmente son variadas y algunas de 

las más usadas por su sensibilidad y especificidad son las técnicas de ELISA y 

PCR. Estas técnicas si bien pueden ser específicas y sensibles necesitan de 

personal calificado para su manejo y de equipo e infraestructura especializada 

para su implementación. Además, requieren de horas para llevar a cabo el 

ensayo y obtener el resultado final (Soh et al., 2020).  

La Organización mundial de salud (OMS) en el año 2003 introdujo el criterio 

ASSURED, el acrónimo de Affordable, Sensitive, Specific, User-Friendly, Rapid 

and Robust, Equipment free, Environmentally friendly, Deliverable to end users 

en inglés, lo que significa asequible, sensible, específico, fácil de usar, rápido y 

robusto, sin equipamiento, respetuoso con el medio ambiente y entregable a los 

usuarios finales (Ochwo et al., 2023) y el  2006, recomendó los criterios 

ASSURED como referencia para decidir si las pruebas de diagnóstico 
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responden a las necesidades de control de enfermedades (Peeling et al., 2006). 

Teniendo en cuenta los avances de la tecnología digital y la sanidad móvil la 

OMS agregó 2 nuevos conceptos Real-time connectivity y Ease of specimen 

collection, que son conectividad en tiempo real y fácil colecta de muestra 

naciendo así el criterio REASSURED (Land et al., 2019). Este criterio describe 

las características deseables de un sistema de diagnóstico y uno de los 

dispositivos que cumple este criterio son los dispositivos de flujo lateral (Otoo & 

Schlappi, 2022).  

Dentro de los ensayos de flujo lateral se encuentran los ensayos 

inmunocromatográficos de flujo lateral (IFL) o tiras reactivas 

inmunocromatográficas. Estos ensayos se basan en una cromatografía en 

papel permitiendo la identificación de analitos mediante el uso de anticuerpos 

(Di Nardo et al., 2021) en un rango de tiempo entre 5-30 min (Koczula & Gallotta, 

2016).  El dispositivo de IFL se observa como una tira multicapa que se 

encuentra sobre un soporte de plástico (Sukumaran et al., 2021) (Figura 3). En 

un extremo se encuentra una almohadilla de celulosa denominada almohadilla 

de muestra que absorbe la muestra líquida y realiza un pretratamiento físico de 

la muestra.  A continuación, se adhiere la almohadilla de conjugado, esta 

contiene el agente marcado que permitirá la detección del analito. Después, se 

coloca una membrana de nitrocelulosa en donde se imprimen los reactivos que 

formarán las líneas de prueba y de control. Esto permite evidenciar la detección 
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de la molécula objetivo y el correcto funcionamiento del ensayo, 

respectivamente (Bahadır & Sezgintürk, 2016).  

 

 

Figura 3. Esquema de dispositivo Inmunocromatográfico de Flujo Lateral. (modificado de 

Sukumaran et al., 2021)  

 

Una de las ventajas de esta técnica es su capacidad para analizar un amplio 

espectro de matrices de muestra, tales como sangre, plasma, suero, orina, 

saliva, y líquido cefalorraquídeo. La versatilidad de los IFL ha propiciado su uso 

en diversos ámbitos, como la detección de microorganismos, las 

determinaciones serológicas, la detección de biomarcadores y de compuestos 

tóxicos en la industria de la agricultura y la alimentación (Chatterjee & 

Mukhopadhyay, 2022; Di Nardo et al., 2021).  Existen dos formatos de IFL: el 

formato sándwich y el de competencia (P. Wang et al., 2024). En el formato 

sándwich, la molécula objetivo se captura entre dos anticuerpos 

complementarios: primero, se une a un anticuerpo marcado o conjugado y, 

luego, la molécula unida al anticuerpo marcado es captada por otro anticuerpo 
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fijado en la línea de prueba, denominado anticuerpo de captura (G. Li et al., 

2023; Mirica et al., 2022). Este tipo de ensayo se utiliza normalmente para 

analitos con múltiples sitios antigénicos como son los casos del SARS-CoV-2 

(G. Li, Wang, Chen, et al., 2021) y la Influenza aviar (G. Li, Wang, Li, et al., 

2021). En la versión competitiva del IFL, el analito diana bloquea los sitios de 

unión del anticuerpo y se obtiene un resultado positivo si no se observa ninguna 

señal en la línea de prueba y un resultado negativo si aparece una línea 

coloreada en la línea de prueba. Los ensayos competitivos se utilizan para 

analitos más pequeños que tienen un único determinante antigénico, como 

fármacos y toxinas (Andryukov, 2020). 

Las IFL han sido utilizadas como una herramienta inmunodiagnóstica y de 

inmunodetección debido a sus características y rápidos resultados, pero la 

sensibilidad de esta técnica es menor si se compara con otras técnicas que 

involucran un instrumento para su medición como lo es la técnica de ELISA (Y. 

Liu et al., 2021). Uno de los factores que más influye en la sensibilidad de la 

técnica de IFL son los agentes de detección conjugados a los anticuerpos, que 

hacen posible la detección y visualización del resultado. Los nanomateriales son 

los más utilizados como agentes de marcaje y, entre ellos, podemos encontrar 

nanopartículas de oro (AuNP), nanopartículas de carbono, partículas 

luminiscentes o quantum dots y nanopartículas magnéticas, cada una con sus 

características propias que las convierten en alternativas para ser utilizadas 

como agentes de marcaje (Mirica et al., 2022). Dentro de las alternativas que 
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se encuentran para el marcaje, las AuNP representan uno de los materiales más 

utilizados (Xu et al., 2016). Sus excelentes cualidades ópticas, su fácil 

metodología de producción, la posibilidad de producir nanopartículas de 

distintos tamaños y coloraciones han hecho de las AuNPs uno de los materiales 

predilectos en la producción de IFL, permitiendo obtener distintos límites de 

detección (Khlebtsov et al., 2019). El nanomaterial de oro más utilizado es la 

nanoesfera, reportándose niveles de detección del rango de ng/mL (Bahadır & 

Sezgintürk, 2016) como en dispositivos producidos para la detección de 

troponina 1 (0,1 ng/mL) (Mdluli et al., 2014) , tuberculosis (5 ng/mL) (D. H. Choi 

et al., 2010), SARS-COV 2 (62.5 ng/mL) (G. Li, Wang, Chen, et al., 2021), 

antígeno carcinoembrionario (5 ng/mL) (Zeng et al., 2009) y fentanilo (1 ng/mL) 

(Z. Li et al., 2020). Se han desarrollado nuevos materiales de oro que pueden 

emplearse como agentes de marcaje. Entre las nuevas alternativas, 

encontramos las nanoflores de oro (He et al., 2023). Las nanoflores son 

nanopartículas de oro con una apariencia similar a una flor que presentan 

algunas ventajas sobre las nanoesferas, como una mayor adsorción de los 

anticuerpos (L. Zhang et al., 2015) y una fuerte intensidad de señal óptica bajo 

luz natural sin luz de excitación adicional (W. Zhang et al., 2019). Se ha 

demostrado que su uso aumenta la sensibilidad de la técnica IFL entre 5-10 

veces en comparación a las nanoesferas (Lai et al., 2019; Taranova et al., 

2021), pero tienen como desventajas un protocolo de síntesis más complicado 

que el de las nanoesferas, además de un difícil control del tamaño y la forma de 
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las partículas (He et al., 2023). Otro elemento que influye en la sensibilidad y la 

especificidad de la IFL es la selección de anticuerpos como agentes de 

captura/detección, ya que deben tener una cinética rápida y una alta afinidad de 

unión a la diana de interés, debido a que se dispone de un corto tiempo para la 

unión a la diana en la línea de prueba (Soh et al., 2020). También ejerce un 

efecto sobre la sensibilidad de la IFL el flujo de muestra determinando por el 

tipo de membrana (Harpaz et al., 2020), el cual puede modificar el tiempo de 

interacción entre los inmunocomponentes y los analitos presentes en la 

muestra. 

Las características favorables de la IFL asociadas a al criterio ASSURED y la 

constante búsqueda de nuevas metodologías para aumentar su sensibilidad la 

hacen una fuerte alternativa como herramienta de diagnóstico e identificación.  
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2. HIPOTESIS 

 

La hipótesis de este proyecto plantea que: 

 

La proteína Erns del VDVB es detectada por un sistema inmunocromatográfico 

de flujo lateral mediante la combinación de anticuerpos monoclonales murinos y 

una preparación hiperinmune de anticuerpos IgY.  
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  3. OBJETIVO 

 

Para aceptar o refutar la hipótesis planteada, proponemos los siguientes 

objetivos de trabajo: 

 

3.1 Objetivo General  

Desarrollar un dispositivo inmunocromatográfico de flujo lateral prototipo, basado 

en la detección de la proteína Erns del VDVB. 

 

3.2 Objetivos Específicos:  

1. Obtener la proteína Erns recombinante del VDVB purificada. 

 

2. Generar anticuerpos monoclonales y anticuerpos aviares IgY contra la 

proteína Erns, y anticuerpos IgY contra la IgG murina. 

 

3. Generar prototipo de dispositivo inmunocromatográfico de flujo lateral para 

la detección de la proteína Erns. 

 

4. Evaluar los rangos de detección del dispositivo prototipo frente a la 

proteína Erns. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Materiales  

4.1.1 Cepas bacterianas 

- Escherichia coli, cepa Top10 (Life Technologies: F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galUgalK 

λ– rpsL(StrR) endA1 nupG. Cepa bacteriana utilizada para la amplificación 

de plásmidos. 

4.1.2 Medios de cultivo de bacterias 

- Medio Luria Bertani (LB): 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L 

NaCl. 

- Medio LB Agar: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 

15 g/L agar. 

- Medio LB gentamicina: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L 

NaCl, gentamicina a una concentración final de 25 µg/mL. 

- Medio LB Agar gentamicina: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 

g/L NaCl, 15 g/L agar, gentamicina 25 µg/mL. 

- 2xYT: 16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl. 

- 2xYT A-K-T-G: 16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl, 

ampicilina (A) (100 µg/ml), kanamicina (K) (50 µg/ml) y tetraciclina (T) (10 

µg/µl), gentamicina (7 µg/mL) 
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- Medio LB Agar A-K-T-G X-Gal IPTG: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de 

levadura, 10 g/L NaCl, 15 g/L agar, ampicilina (A) (100 µg/ml), kanamicina 

(K) (50 µg/ml), tetraciclina (T) (10 µg/ul), gentamicina (G) (7 ug/mL), X-gal 

(20 µg/µL) y IPTG (40 µg/µL).  

 

4.1.3 Líneas celulares 

- SF21 (Thermo Fischer):  Línea celular de insecto derivada del tejido 

ovárico pupal de Spodoptera frugiperda. Las células son susceptibles a la 

infección por baculovirus y se utilizan en la producción de proteínas 

utilizando sistemas de vectores baculovirales.  

- Sp2/0 (ATCC, CRL-1581): Línea celular de mieloma murino utilizada para 

la producción de hibridomas. 

 

4.1.4 Reactivos y soluciones de cultivo celular 

- Medio SF900ii (Thermo Fischer Scientific). 

-  Suero Fetal Bovino (Cytiva). 

- Medio de congelación células SF21: Medio SF900 suplementado con 10% 

(v/v) de suero fetal y 10% (v/v) DMSO. 

- CellFectin II Reagement (GIBCO) 
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- Tampón fosfato salino (PBS):  NaCl 8 g/L (Merck), KCl 0.2 g/L (Merck), 

Na2HPO4 1.44 g/L (Merck) y 0.245 g/L NaH2PO4, pH 7.4. 

- Penicilina/Estreptomicina (10.000 U/ml) (Thermo Fischer Scientific). 

- L-Glutamina GlutaMAX™ Supplement (Thermo Fischer Scientific). 

- RPMI 1640 Hibri-Max™ (Sigma Aldrich) 

- Suplemento de cultivo HAT Hibri-Max™ (Sigma Aldrich) 

- Suplemento de cultivo HT Hibri-Max™ (Sigma Aldrich) 

- Piruvato de sodio Hibri-Max™ (Sigma Aldrich) 

- L-Glutamina Hibri-Max™ (Sigma Aldrich)  

4.1.5 Reactivos y medios de cultivo para producción de Hibridomas 

- Polietilenglicol (PEG) Hibri-Max™ (Sigma Aldrich) 

- Medio de cultivo Hibridomas: RPMI 1640 Hibri-Max™ suplementado con 

suero al 20 %  

- Medio de selección (Medio HAT): RPMI 1640 Hibri-Max™ suplementado 

con suero al 10 % y suplemento de cultivo HAT Hibri-Max™ a 1X 

- Solución L-glutamina-Piruvato 100x: 3 g de Piruvato de sodio Hibri-Max™ 

y 1,1 g de L-glutamina Hibri-Max™ en 100 mL de agua destilada, luego 

filtrar por filtro de 0,22 µm. 

- Medio congelación hibridomas: 90% suero suplementado con 10% de 

DMSO. 

- Adjuvante completo de Freund (Sigma Aldrich). 
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- Adjuvante incompleto de Freund (Sigma Aldrich). 

- Resina de proteína G ( GeneScript)  

 

4.1.6 Anticuerpos 

- Anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a Alexa-Fluor 680 (Jackson 

Immuno Research). 

- Anticuerpo monoclonal anti-Histidina (Biolegend) 

- Anticuerpo anti-IgY conjugado a Alexa-Fluor 680 (Jackson Immuno 

Research). 

- Anticuerpo anti-IgY HRP (Abcam) 

- Anticuerpo anti- IgG ratón HRP (Abcam) 

- Anticuerpo anti- IgG1 ratón HRP (Jackson Immuno Research). 

- Anticuerpo anti- IgG2a ratón HRP (Invitrogen) 

- Anticuerpo anti- IgG2b ratón HRP (Invitrogen) 

- Anticuerpo anti- IgG3 ratón HRP (Invitrogen) 

- Anticuerpo anti- IgA ratón HRP (Invitrogen) 

- Anticuerpo anti- IgM ratón HRP (Invitrogen) 
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4.1.7 Soluciones para extracción y purificación de ADN plasmidial. 

- Solución I: 50 mM Glucosa, 25 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0, 

0,1 mg/ml RNasa A. 

- Solución II: 0,2 M NaOH, 1 % (p/v) SDS. 

- Solución III: 5 M Acetato de potasio, Ácido acético glacial. 

- Cloroformo (Winkler). 

- Isopropanol (Merck).  

- Etanol absoluto (Merck). 

4.1.8 Electroforesis de ADN. 

- Tampón TAE: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM ácido acético. 

- Tampón de carga ADN 6X: 30 % (v/v) Glicerol y 0,25 % (p/v) Azul de 

bromofenol. 

- 1 % Bromuro de etidio en agua (Merck). 

- Agarosa (Lonza). 

- Marcador de peso molecular de ADN 1kb (New England BioLabs). 

4.1.9 Soluciones para electroforesis de proteínas. 

- 30 % (p/v) Acrilamida (Merck), 0,8 % (p/v) Bisacrilamida (Merck) 

- 1,5 M Tris-HCl pH 8,8. 

- 0,5 M Tris-HCl pH 6,8. 

- 10 % (p/v) SDS. 
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- 10 % (p/v) Persulfato de amonio. 

- TEMED (Merck). 

- Tampón de corrida: 25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0,1 % (p/v) SDS. 

- Tampón de carga 6X con β-Mercaptoetanol (Condición denaturante y 

reductora): 10 % (p/v) SDS, 0,6 % (v/v) β-Mercaptoetanol, 0,012 % (p/v) 

azul de bromofenol, 0,35 M Tris, 30 % (v/v) glicerol  

-  Patrón de peso molecular AccuRuler RGB Plus (MaestroGen,) 

- Solución de tinción Azul de Coomassie: 0,25 % (p/v) Azul de Coomassie 

brillante R250 (Merck), 10 % (v/v) ácido acético (Merck), 45 % (v/v) 

Metanol (Merck). 

- Solución de destinción: 10% (v/v) metanol, 20% (v/v) ácido acético. 

4.1.10 Soluciones para Western blot. 

- Tampón de transferencia: 48 mM Tris, 39 mM Glicina 0,037 % (p/v) SDS, 

20 % (v/v) Metanol. 

- Tampón tris salino (TBS): 3,0 g/L Tris, 8,0 g/L NaCl, pH 7,6. 

- Solución de bloqueo: 5 % (p/v) leche descremada en TBS. 

- Tampón Lavado membrana: TBS con 0,1 % (v/v) Tween-20, 0,01 % (v/v) 

SDS. 

- Membrana Nitrocelulosa, Amersham Protran 0,2 μm, 300 mm x 4 m (GE 

Healthcare Life Science). 
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4.1.11 Materiales y soluciones para cromatografía de afinidad a iones    

metálicos. 

 

- NiSO4 (Merck, Alemania). 

- Imidazol (Merck, Alemania). 

- Sepharose Fast Flow (Cytiva). 

4.1.12 Soluciones para Inmunoensayo de ELISA 

- Tampón de recubrimiento: 2,93 g/L NaHCO3, 1,52 g/L Na2CO3, pH 9,6. 

- PBS:  NaCl 8 g/L (Merck), KCl 0,2 g/L (Merck), Na2HPO4 1,44 g/L (Merck) 

y 0,245 g/L NaH2PO4, pH 7,4. 

- Tampón lavado: PBS con 0,05 % (v/v) Tween-20. 

- Reactivo de revelado 1-Step™ Ultra TMB (Thermo Ficher Scientific) 

- Solución de parada:  Ácido sulfúrico 2,5 M. 

4.1.13 Equipos. 

- Agitador magnético con placa calefactora MSH-20A (Daihan Scientific 

Co.Ltd). 

- Agitador Orbital SHO-1D (Daihan Scientific Co.Ltd.). 

- Bloque térmico MaXtable H10-Set (Daihan Scientific Co.Ltd.). 

- Cabina de Flujo Laminar AVC-4D1 (ESCO Technologies, Inc., Singapur). 

- Centrífuga modelo 5702 (Eppendorf) 

- Centrífuga refrigerada MIKRO 220R (Hettich Zentrifugen). 
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- Centrífuga Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher Scientific). 

- Centrífuga Sorvall RC6 plus (Thermo Fisher Scientific). 

- Lector de microplacas multimodo Synergy HTX (BioTek). 

- Equipo de Trasferencia semi-húmeda Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). 

- Equipo foto-documentador Odyssey (LI-COR). 

- Fuente de poder Bio-Rad Power Pac Basic (Bio-Rad) 

- Incubador con ajuste de temperatura BJPX-Augusta (BIOBASE) 

- Mezclador Vortex VM-10 (Daihan Scientific Co.Ltd.). 

- Incubador con agitación orbital con ajuste de temperatura BJPX-Wichita 

(BIOBASE) 

- Incubador de células AutoFlow 5510 (NuAire) 

- Gabinete de bioseguridad clase 2 LABGARD (NuAire) 

- Microscopio invertido de fluorescencia AE31 Elite (Motic) 

- Sistema de Cromatografía ÄKTA Prime TM plus (GE Healthcare). 

- Transiluminador UVITEC (Cambridge) 

- Dispensador de muestra para impresión de tiras reactivas AUTOKUN 

HGS510 (Hangzhou Autokun Technology Co., Ltd). 
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4.2 Métodos 

4.2.1 Técnicas generales de análisis y manipulación de ADN. 

Electroforesis de ADN en gel de agarosa. 

Se prepararon geles de agarosa al 0,8 % (p/v) en tampón TAE con bromuro de 

etidio a una concentración final de 200 ng/mL. A las muestras se les añadió 

tampón de carga, y fueron cargadas en el gel. Las corridas se realizaron a 100 V 

constantes por 30 min. Los geles fueron visualizados en transiluminador UV. 

 

Purificación de ADN plasmídico a escala mini-preparativa. 

Para la purificación del ADN a escala mini-preparativa se inocularon colonias 

individuales de bacterias transformadas con lo plásmidos a utilizar en tubos con 

5 mL de medio LB suplementado con el antibiótico correspondiente y se 

incubaron a 37°C a 150 RPM de agitación durante 16 h. Los cultivos se 

centrifugaron a 8.000 g por 5 min, se descartó el sobrenadante y el precipitado 

de bacterias se resuspendió en 100 μL de solución I. Luego, se adicionó 100 μL 

de solución II, se mezcló por inversión y se incubó 5 min a 25ºC. A cada muestra 

se le agregaron 100 μL de solución III, se mezcló por inversión y se incubó 15 

min en hielo. Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 g por 15 min y el 

sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo. Se añadió 240 μL de isopropanol, se 

mezcló por inversión y se centrifugó a 12.000 g por 15 min. El sobrenadante fue 
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aspirado y el precipitado se secó por 5 min a 25ºC. La muestra de ADN se 

resuspendió en 20 μL de agua y la presencia de ADN se evaluó mediante 

electroforesis en gel de agarosa. 

 

Digestión analítica con enzimas de restricción. 

Con el objetivo de corroborar la presencia del plásmido utilizado, se realizaron 

chequeos con enzimas de restricción. Para esto se prepararon reacciones en un 

volumen de 20 μL con 1 μg de ADN. La cantidad de enzima se determinó según 

los datos del fabricante donde se señala la cantidad de ADN que corta la enzima 

por UI, además del tampón correspondiente para su funcionamiento. Las 

reacciones de digestión se incubaron por 2 h a 37°C (o temperatura indicada por 

el fabricante). El resultado se analizó mediante electroforesis de ADN en gel de 

agarosa al 1 %. 

 

Preparación de bacterias quimiocompetentes y transformación 

Para la transformación de las cepas bacterianas se prepararon bacterias 

quimiocompetentes y se transformaron mediante shock térmico con el plásmido 

correspondiente.  

Para la preparación de las bacterias quimiocompetentes se inoculó una colonia 

aislada de la cepa bacteriana a transformar en 5 mL de medio LB suplementado 

con antibiótico correspondiente, y se cultivó por toda la noche a 37°C. El inóculo 

se traspasó a un matraz con 300 mL de medio LB con el antibiótico necesario y 
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se cultivó en agitación hasta llegar a una densidad óptica (DO) de 0,6 a una 

longitud de onda de 600 nm. El cultivo se centrifugo a 4270 g por 15 min y el 

sobrenadante fue eliminado. El precipitado fue resuspendido en 300 mL de 

glicerol al 10 % v/v frío y se centrifugó a 4270 g por 15 min. Luego se descartó el 

sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en 150 mL de glicerol frío al 10 

% v/v y se centrifugó a 4270 g por 15 min. Nuevamente se resuspendieron las 

bacterias esta vez en 10 mL de glicerol frío al 10% v/v y se centrifugó a 4270 g  

por 15 min. Finalmente, las bacterias se resuspendieron en 1,5 mL de glicerol frío 

al 10 % v/v y se prepararon alícuotas de 50 µL de las bacterias competentes. 

Para la transformación, se añadió entre 50 y 100 ng de plásmido a la alícuota de 

bacterias quimiocompetentes y se incubó en hielo por 20 min. Se incubaron a 

42°C por 1 minuto, y dejaron en hielo por 10 min. Luego se añadieron 450 μL de 

medio LB y se incubaron las bacterianas 1 h a 37°C. Finalmente, se realizó la 

siembra en medio LB agar suplementado con antibiótico correspondiente y se 

incubaron a 37°C por 16 h. 

 

4.2.2 Técnicas generales de análisis y manipulación de proteínas. 

Precipitación de muestras de proteínas con ácido tricloroacético. 

La muestra de proteínas a precipitar se traspasó a un microtubo, se añadió 0,1 

volumen de una solución al 0,15 % (p/v) de desoxicolato de sodio, se agitó con 

vórtex, y se incubó a 25ºC por 10 min. Posteriormente, se añadió 0,1 volumen de 

76 % (p/v) ácido tricloroacético a la muestra y se centrifugó a 12.000 g durante 
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15 min. Se eliminó el sobrenadante, se añadió un volumen de acetona fría y se 

centrifugó a 12.000 g durante 5 min. Se retiró el sobrenadante por aspiración y 

se dejó secar los tubos. Finalmente, se resuspendió la muestra en el volumen 

deseado de agua. 

 

Preparación de geles de poliacrilamida. 

Se prepararon geles denaturantes de poliacrilamida al 12 % de 1,0 mm de grosor 

para todos los análisis realizados. Los geles para electroforesis de proteínas se 

prepararon de la siguiente manera. 

- Gel Separador al 12,5%  

Agua (mL): 4 

Acrilamida 30%-bisacrilamida 0,8% (mL): 4,8 

Tris-HCl 1.5 M pH 8,0 (mL): 3 

SDS 10% (μL): 120 

PSA 10% (μL): 120 

TEMED (μL): 12 

 

- Gel concentrador   

Agua (mL): 2,6 

Acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8% (mL): 1 

Tris-HCl 0,5 M pH 6,5 (mL): 1,25 

SDS 10% (μL): 50  

PSA 10% (μL): 50  

TEMED (μL): 10 
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4.2.3 Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida (PAGE). 

Para la electroforesis de proteínas se añadió a las muestras tampón de carga 6X 

con β-mercaptoetanol y se incubó a 95°C por 5 min en placa térmica. Luego, las 

muestras y el patrón de peso se cargaron en los geles de poliacrilamida. Las 

corridas se realizaron a corriente constante de 100 V durante 70-90 min. A 

continuación, se tiñó el gel con Azul de Coomassie por 30 min en agitación para 

luego lavarlo con una solución de destinción. El resultado fue digitalizado 

utilizando el equipo ODYSSEY-Clx (LI-COR). 

 

4.2.4 Western blot. 

Al finalizar la electroforesis de proteínas, SDS-PAGE, se realizó la transferencia 

de las proteínas del gel a una membrana de nitrocelulosa utilizando un equipo de 

transferencia semiseca (Trans-Blot® Turbo, BioRad), con un amperaje de 0,3A y 

un voltaje de 20V por 30 min. Una vez terminada la transferencia, se bloqueó la 

membrana con una solución de leche descremada al 5 % (p/v) en TBS durante 1 

h en agitación a 25ºC. Luego, la membrana se incubó con una solución de 

anticuerpo primario preparado en leche descremada al 5 % (p/v) en TBS, durante 

2 h en agitación. La membrana se lavó 3 veces por 10 min con Tampón de lavado, 

y se incubó con el anticuerpo secundario conjugado a fluoróforo preparado en 

leche descremada al 5 % (p/v) en TBS. Tras una hora de incubación, la 
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membrana se lavó 3 veces y el resultado fue obtenido en el equipo ODYSSEY-

Clx (LI-COR) para la detección de fluorescencia y se digitalizó utilizando el 

software Image Studio y el equipo LI-COR ODYSSEY-Clx. 

 

4.2.5 ELISA indirecto 

Para esto, se recubrieron placas Maxisorp (Nunc, Thermo) con 50 μL de la 

proteína de 5 μg/ml en tampón de recubrimiento y se incubó toda la noche a 4°C 

en cámara húmeda. La solución de recubrimiento fue eliminada, se realizaron 3 

lavados con 200 μL por pocillo con solución de lavado y se bloquearon los pocillos 

con 200 µL de una solución al 3 % (p/v) de leche descremada en PBS durante 1 

h a 37°C. A continuación, se eliminó la solución de bloqueo, y se añadieron las 

muestras preparadas en una solución al 1 % de Leche descremada en PBS-

Tween 0,05 % y se incubó a 37°C por 2 h.  Luego, se realizaron 3 lavados con 

tampón de lavado. Se añadió 100 μL/pocillo de anticuerpo secundario conjugado 

a HRP y se incubó a 37°C por 1 h. Luego, se realizaron 3 lavados con PBS-

Tween y se añadieron 100 uL de la solución de revelado 1-Step™ Ultra TMB 

(Thermo Scientific). La reacción se detuvo por adición de 50 µL de solución de 

parada y se realizó́ la lectura de la DO a 450 nm en el lector de microplacas 

multimodo Synergy HTX (BioTek). 
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4.3 Producción de y purificación de la proteína rErns  

4.3.1 Generación de bácmido Erns-NCP 

Se identificó la secuencia para la proteína Erns del VDVB variante NCP desde la 

base de datos Uniprot (Q9JA06) y, además se le agregó a esta una etiqueta de 

histidina en el extremo C terminal para su posterior purificación e identificación y 

una secuencia de secreción en el extremo N terminal (secuencia de la proteína 

de 30 kDa del gusano de seda), para obtener la proteína desde el medio de cultivo 

y se insertó en sitio de multiclonamiento del vector pACEBac-1 y se denominó 

pACEBac Erns-NCP. Para la producción del bácmido y posterior baculovirus se 

utilizó el sistema MultiBac de Geneva Biotech. Se transformaron las bacterias 

quimiocompetentes E. coli DH10EMBacY, agregando 100 ng del plásmido 

pACEBac Erns-NCP y se dejaron 30 min en hielo, luego se incubaron 2 min a 

42°C y llevaron nuevamente al hielo por 10 min. Una vez pasado los 10 min se 

agregó 1 mL de medio de cultivo LB y se incubaron 1 h a 37 °C. Las bacterias 

transformadas se sembraron en placas agar-LB que contienen Ampicilina, 

Kanamicina, Tetraciclina, Gentamicina, X-gal e IPTG y se dejaron en incubación 

por 24 h a 37°C. La verificación de la inserción de la secuencia de interés desde 

el plásmido pACEBac Erns-NCP al bácmido se confirma mediante la presencia 

de colonias de color blanco. 

4.3.2 Cultivo celular en adhesión de células de insecto 
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Células de la línea celular de insecto SF21 se cultivaron en medio de cultivo 

SF900ii suplementado con antibióticos (penicilina/estreptomicina) y L- glutamina 

utilizando un incubador a 27°C.  

 

 

4.3.3 Cultivo celular en suspensión de células de insecto 

Células de la línea celular de insecto SF21 se cultivaron en matraces de vidrio en 

un incubador (BIOBASE, BJPX-Wichita) con una agitación de 130 RPM a una 

temperatura de 27°C utilizando el medio de cultivo SF900 suplementado con 

antibióticos (penicilina/estreptomicina) y L-glutamina. 

 

4.3.4 Obtención del baculovirus Erns-NCP 

Se sembraron 800.000 células SF21 por pocillo en una placa de 6 pocillos y se 

dejaron asentar 15 min a 25ºC, luego se cambió el medio de cultivo a 2 mL medio 

sin suplementar (sin antibióticos ni suero). En tubos separados se preparó una 

solución con 8 µL del reactivo CellFectin II Reagement (GIBCO) con 100 µL de 

medio de cultivo sin suplementar y otro con 100 µL de medio de cultivo sin 

suplementar y el bácmido Erns-NCP. Ambos tubos se mezclaron y se les aplicó 

vórtex brevemente. La mezcla se dejó 30 min a 25ºC. Luego se aplicó la mezcla 

al cultivo celular gota a gota y se incubó a 27°C por 5 h. Finalmente, el medio que 

contenía la mezcla de transfección se retiró y reemplazó por medio completo con 

10 % de suero bovino fetal y se incubó por 72 h. La correcta transfección se 
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identificó mediante la presencia de fluorescencia. Finalmente, los medios de 

cultivo fueron colectados y centrifugados a 2000 RPM por 10 min para separar el 

medio de los restos celulares y fueron guardados a 4°C en protegidos de la luz. 

Estos medios corresponden al stock de baculovirus pase 0 (P0).  

 

4.3.5 Selección baculovirus productores de la proteína rErns  

Se sembraron 1 millón de células SF21 en placas de 6 pocillos con 1 mL de medio 

de cultivo sin suero y se agregaron 50 µL de medio de cultivo de las 

transfecciones realizadas con los bácmidos obtenidos y se cultivaron por 72 h a 

27°C. Se tomó el medio de cultivo y se precipitó 1 mL con desoxicolato de sodio 

y se resuspendió en 100 µL de agua calidad biología molecular. Además, se 

realizó una extracción de proteínas de las células utilizando 100 µL del reactivo 

Pierce RIPA (Thermo Fischer Scientifics). La identificación de la proteína rErns 

se realizó mediante el inmunoensayo de Western blot. 

 

 

4.3.6 Inmunodetección por Western blot de la proteína rErns  

Se realizo un SDS-PAGE utilizando geles de poliacrilamida al 12,5 % y se 

corrieron por 90 min a 100 V. Las proteínas fueron transferidas a una membrana 

de nitrocelulosa utilizando el equipo de transferencia semiseca TransBlot turbo 

(Biorad). La membrana fue bloqueada en agitación, luego se incubó con el 

anticuerpo monoclonal anti-histidina en una dilución de 1/5.000 por 2 h a 25ºC, y 
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posteriormente con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón acoplado a Alexa 

flúor 680 (Jackson) por 1 h en agitación a 25ºC. Finalmente, se escaneo 

utilizando el equipo Oddisey CLX (LI-COR). 

 

4.3.7 Amplificación del baculovirus Erns-NCP 

Cultivos en suspensión de 50 mL de cultivo de células SF21 a una densidad de 

1 millón de células/mL se infectaron con 200 µL del P0 y se incubaron por 72 h. 

Luego, el medio se separó de las células centrifugando a  600 g por 10 min. Los 

medios de cultivo que contienen los baculovirus fueron guardados a 4°C 

protegidos de la luz. Estos medios de cultivo con los baculovirus amplificados 

corresponden a el stock P1. 

 

4.3.8 Titulación del baculovirus por unidades formadoras de color 

Se sembraron 50.000 células por pocillo en placa de 96 pocillos en 100 µL de 

medio de cultivo SF900 y se esperó 1 h a que las células se adhirieran a la placa. 

Se preparó una dilución de las muestras virales 1/40 (5 µL en 195 µL de medio 

de cultivo). Se preparo una placa auxiliar de 96 pocillos con 160 µL de medio por 

pocillo y se sembraron 40 µL de la dilución previa 1/40 en cada pocillo de la 

primera columna de la placa auxiliar. Luego se resuspendió con micropipeta y se 

pasó 40 µL a la columna 2 y así sucesivamente hasta la columna 12 cambiando 

las puntas cada vez que se pasó a la siguiente columna. Se tomaron 40 µL de 
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las diluciones de la placa auxiliar empezando por la comuna 12 y se agregó 

cuidadosamente a la placa con las células y siguió con la siguiente columna hasta 

llegar a la columna número 1. Se incubó la placa por 72 h para visualizar la 

presencia de células fluorescentes. 

Se contaron las células fluorescentes en los pocillos de mayor dilución y el título 

viral se expresó como células fluorescentes x 5n° de columna x 1000 unidades 

formadoras de color (UFC)/mL. 

 

4.3.9 Producción proteína rErns 

Se cultivaron células SF21 con medio SF900 suplementado con antibióticos 

penicilina/estreptomicina y L-glutamina con agitación de 130 RPM (BIOBASE, 

BJPX-Whichita)  a 27°C en matraces de vidrio hasta obtener cultivos de 400 mL 

a una densidad de 1 millón de células por mL y se infectaron con 0,1 UFC/célula. 

Las células infectadas se dejaron en cultivo por 120 h. Los medios de cultivo 

fueron separados de las células centrifugándolos a 4190 g por 10 min.    

 

4.3.10 Purificación proteína rErns desde medio de cultivo 

Al medio de cultivo que contiene la proteína rErns se le agregó tampón fosfato 

1M pH 6,4 a una concentración final en solución de 50 mM, NaCl a una 

concentración en solución de 300 mM e imidazol para una concentración final de 

25 mM. Para la purificación se utilizó la matriz Sepharose 6 Fast Flow (Cytiva) 
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acoplada al equipo de purificación AKTA PrimeTM plus. La matriz fue cargada con 

níquel utilizando una solución de sulfato de níquel 0,2 M y equilibrada utilizando 

una solución de tampón fosfato 50 mM pH 6,4 y 25 mM de imidazol. La muestra 

se pasó a un flujo de 1 mL/min. La elusión de las proteínas se realizó utilizando 

soluciones de 50, 100, 200 y 400 mM de imidazol en el mismo tampón fosfato. 

Se precipitaron las proteínas de 1 mL de las distintas elusiones utilizando 

desoxicolato de sodio y se resuspendieron en 100 µL de agua calidad biología 

molecular. La presencia de la proteína rErns en las distintas fracciones se evaluó 

por Western blot.   

 

4.4 Generación de anticuerpos monoclonales anti-Erns  

4.4.1 Cultivo de línea celular Sp2/0 

Células de la línea celular Sp2/0 se cultivaron en medio de cultivo RPMI con 10 

% de suero fetal bovino suplementado con antibióticos (penicilina/estreptomicina) 

y una solución de L-glutamina (0,11 mg/mL) y piruvato de sodio (0,3 mg/mL) en 

un incubador a 37°C con una atmosfera de CO2 del 5% y humedad del 95%. 

 

 

 

4.4.2 Inmunización de ratones con la proteína rErns  

Se inmunizaron 5 ratones BALB/c de 4 semanas de vida por vía subcutánea con 

20 µg de la proteína rErns purificada, adyuvados con el adyuvante completo de 

Freund (Sigma Aldrich) en una relación 50/50 en un volumen total de 200 µL. Se 
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realizaron 2 refuerzos a los días 14 y 28 post inmunización administrando 20 ug 

de proteína adyuvados con el adyuvante incompleto de Freund (Sigma Aldrich) 

en una relación 50/50. Al día 35 se extrajo sangre para verificación de la 

presencia de anticuerpos contra la proteína rErns en el suero de los animales 

inmunizados mediante ELISA indirecto. 

 

4.4.3 Producción de hibridomas mediante fusión por polietilenglicol (PEG)  

Tres días antes de la fusión, se realizó una inmunización de refuerzo a los ratones 

con 20 µg de rErns en PBS en 100 µL de volumen total por la vena de la cola. 

Posteriormente, los ratones se eutanasiaron y se les extrajo el bazo. Al bazo se 

le realizaron piquetes con una aguja y se perfundió con 10 mL de medio de cultivo 

RPMI repitiéndose 3 veces. El medio de la perfusión fue colectado y centrifugado 

a 300 g por 10 min y se guardó el sobrenadante como control positivo de 

anticuerpos para análisis posteriores. Las células obtenidas desde el bazo se 

resuspendieron en 10 mL de medio RPMI sin suero y sin antibióticos y se 

contaron utilizando una cámara de Neubahuer, luego se les agregó un número 

de células de la línea Sp2/0 de manera tal que haya 1 célula Sp2/0 por cada 10 

linfocitos. Las células se centrifugaron a 300 g por 10 min descartando el máximo 

de sobrenadante posible. El precipitado celular se soltó del tubo mediante golpes 

suaves y el tubo se colocó en agua a 37°C y se agregó 1 mL de solución de PEG 

HybriMax (Sigma Aldrich) gota a gota. Las células se centrifugaron a 100 g por 5 

min y luego se les agregó 20 mL de medio de cultivo RPMI sin suero, se agitó 
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suevamente el tubo y se le agregaron 20 mL de medio de cultivo suplementado 

con 20 % de suero fetal bovino y se centrifugaron las células a 100 g por 5 min. 

Se descartó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 10 mL de medio 

de cultivo suplementado con 10 % de suero fetal bovino y HAT 1X (medio HAT) 

y se dejó reposar por 15 min a 37°C. Finalmente, se completó el volumen a 100 

mL y se sembraron 100 µL por pocillo en 10 placas de 96 pocillos y se incubaron 

a 37°C con una atmosfera de CO2 del 5% y humedad del 95% evaluando su 

crecimiento diariamente. 

 

4.4.4 Selección de hibridomas productores de anticuerpos  

Se extrajo el medio de cultivo desde las placas de 96 pocillos con los cultivos de 

las células de hibridoma que tuvieran una confluencia mayor al 70% y se 

determinó la presencia de anticuerpos contra la proteína Erns mediante ELISA 

indirecto. Para esto se utilizó como fuente de anticuerpos primarios el 

sobrenadante de cultivo y como anticuerpo secundario el anticuerpo anti-IgG de 

ratón acoplado a HRP a una dilución de 1/10.000. Las células cuyo sobrenadante 

de cultivo analizado dieron como resultado una DO a 450 nm mayor a 1 se 

sembraron en placas de 24 pocillos. Una vez el cultivo llegó a un 70% de 

confluencia se volvió a analizar la presencia de anticuerpos anti-Erns mediante 

ELISA indirecto. Los hibridomas con absorbancia mayor a 1 en la prueba de 

ELISA fueron seleccionados y congelados. 
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4.4.5 Selección de clones productores de anticuerpos  

Se realizaron cultivos por dilución limitante de los hibridomas productores de 

anticuerpos contra la proteína rErns seleccionados, dejando una célula por pocillo 

en placas de 96 pocillos. Una vez alcanzado una confluencia del 70 %, se retiró 

el medio de cultivo y se evaluó la presencia de anticuerpos anti-Erns en el medio 

mediante ELISA indirecto. Los clones cuyo medio de cultivo obtuvieron una DO 

a 450 nm mayor a 1 se seleccionaron y se sembraron en placa de 24 pocillos. 

Los medios de cultivo de los clones en placa de 24 pocillos se volvieron a analizar 

para verificar la presencia de anticuerpos anti-Erns en el medio de cultivo 

mediante ELISA indirecto. Los clones cuyo medio de cultivo analizado tuvieron 

una DO a 450 nm mayor a 1 fueron seleccionados y congelados. 

 

4.4.6 Determinación de subclase de anticuerpos 

La determinación de subclase de los anticuerpos se realizó mediante ELISA 

indirecto desde los sobrenadantes de cultivo de los clones productores de 

anticuerpos anti-rErns seleccionados. Se utilizó como anticuerpos secundarios 

los siguientes anticuerpos: anti-IgG total (Abcam) 1/20.000, IgG1 (Jackson 

laboratories) 1/10.000, IgG2a (Invitrogen) 1/2.000, IgG2b (Invitrogen)1/2.000, IgA 

(Invitrogen) 1/2.000 e IgM (Invitrogen) 1/2.000. El ELISA fue revelado y se realizó 

la lectura de la DO a 450 nm en el equipo lector de microplacas multimodo 

Synergy HTX.  
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4.4.7 Determinación de KD mediante ELISA indirecto 

Para realizar una estimación de las KD de los anticuerpos monoclonales 

obtenidos se usó el método descrito por Beatty (Beatty, Beatty, & Vlahos, 1987) 

para la determinación de KD mediante ELISA. Para esto, se recubrieron placas 

Maxisorp (Nunc, Thermo) con 50 μL de la proteína rErns a concentración de 2,5 

y 1,25 μg/ml en tampón de recubrimiento y se incubó toda la noche a 4°C en 

cámara húmeda. A continuación, se eliminó la solución de bloqueo, y se 

añadieron muestras de diluciones seriadas 1:2 de los anticuerpos monoclonales 

obtenidos desde los hibridomas F5C4, F5D9, F2D11 y H7C5 entre 40 nM y 4,8 

pM (100 μL/pocillo) y Se incubaron a 37°C por 2 h. Luego, se añadió 100 

μL/pocillo de anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a HRP a dilución 1:20.000 

y se incubó a 37°C por 1 h. Se agrego el reactivo de revelado y se realizó́ la 

lectura de DO a 450 nm. Los resultados se graficaron con el programa GraphPad 

Prism, para determinar las concentraciones de anticuerpo en el valor medio de 

DO registrado (DO50). Finalmente, se aplicó la siguiente fórmula matemática 

para el cálculo de KD, donde [𝐴𝑏] es la concentración de anticuerpo a DO50 

determinada con la concentración mayor de diana en el recubrimiento y [𝐴𝑏`] es 

la concentración de anticuerpo a DO50 con la mitad de la concentración de diana 

en el recubrimiento:  

                           KD = 2𝑥(2 [𝐴𝑏`] − [𝐴𝑏]) 
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4.4.8 Purificación de anticuerpos monoclonales 

La purificación se realizó según las indicaciones del fabricante de la resina de 

proteína G (Protein G Resin, GeneScript) La muestra que contiene las 

inmunoglobulinas se diluyó al 1:1 con tampón de unión/lavado. La resina se 

equilibró con tampón de unión/lavado (20 mM Na2HPO4, 0,15 M NaCl, pH 7) 

volumen equivalente a 5 veces el volumen de la resina.  La muestra se aplicó en 

la columna y se pasó por gravedad. Luego se lavó la columna con 30 ml de 

tampón de unión/lavado. 

Las inmunoglobulinas se eluyeron con 20 ml de tampón de elución (0,1 M glicina, 

pH 2.5 y se neutralizó inmediatamente con 1/10 del volumen del eluído total de 

tampón de neutralización (1 M Tris-HCl, pH 8,5). 

 

 

 

4.5 Producción de anticuerpos policlonales IgY contra la proteína Erns e 

IgG murina 

 

4.5.1 Inmunización de gallinas  

Gallinas de la raza Lenhorn de 4 semanas fueron inmunizadas por vía 

intramuscular con 50 μg de la proteína rErns purificada adyuvados con el 

Adyuvante completo de Freund (Sigma Aldrich) en una relación 50/50 en un 

volumen total de 1mL. Se realizaron 2 refuerzos a los días 14 y 28 post 
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inmunización administrando 50 μg de proteína adyuvados con el adyuvante 

incompleto de Freund (Sigma Aldrich) en una relación 50/50. Se tomaron los 

huevos semanalmente a partir de la segunda inmunización. 

 

4.5.2 Extracción de IgY desde yema de huevo 

La cáscara de los huevos fue cuidadosamente agrietada y se separó la yema de 

la clara del huevo eliminando la mayor cantidad de clara posible. La yema se 

transfirió a un papel filtro y se rodó para eliminar los restos de clara. Luego se 

rompió la membrana de la yema para liberar su contenido en un tubo de 50 mL y 

se le agregó el doble del volumen colectado de la yema de PBS. A la mezcla de 

yema con PBS se le agregó PEG 6000 a una concentración de 3,5 % p/v y se 

incubó en agitación por 10 min a 25ºC. Los tubos se centrifugaron por 20 min a 

4°C a una velocidad de 17000 g. El sobrenadante se vertió a través de un filtro 

de pliegues en un nuevo tubo de 50 mL y se le agregó PEG 6000 a una 

concentración de 8,5 % p/v se mezcló por vortex y se dejó incubando en agitación 

por 10 min a 25ºC. Posteriormente, se centrifugó a 17000 g por 20 min a 4°C. El 

sobrenadante obtenido se descartó y el precipitado se resuspendió en 10 mL de 

PBS, luego se le agregó PEG 6000 al 12 % p/v, se mezcló por vórtex y se incubó 

en agitación por 10 min. Los tubos se centrifugaron a 17000 g por 20 min a 4°C 

y se descartó el sobrenadante. El precipitado obtenido se resuspendió en 2 mL 

de PBS aplicando vórtex y se dializó toda la noche en 2 L de una solución de 
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NaCl 0,1 M y luego por 3 h en 2 L de PBS. Las muestras se almacenaron a -20 

°C. 

 

4.6 Elaboración y ensamblaje de ensayo inmunocromatográfico de flujo 

lateral 

 

4.6.1 Producción de nanopartículas de oro de 40 nm 

Las nanopartículas de oro se prepararon a partir de una solución de HAuCl4 

trihidrato (Santa Cruz) al 0,01 % y se calentó hasta ebullición, luego se agregó 

500 μL de una solución de citrato trisódico al 1 % y se volvió nuevamente a ebullir 

por 30 segundos. Para confirmar la producción de las nanopartículas del tamaño 

de 40 nm se realizó un espectro de absorbancia entre 400-700 nm en el lector de 

microplacas multimodo Synergy HTX (Biotek). El pico de absorbancia para 

partículas de 40 nm debe ser 530 nm. La presencia, tamaño y morfología de las 

partículas se evaluaron por microscopia electrónica utilizando el microscopio 

JEOL/JEM 1200 EX II. 

 

4.6.2 Determinación de la cantidad mínima de anticuerpos a conjugar con 

nanopartículas de oro 

 

En tubos de 1,5 mL se agregaron 100 µl de una solución que contenía entre 0 y 

8 μg de anticuerpo y se les agregó 500 μl de la solución de nanopartículas de oro 
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pH 6-7 y se dejó 10 min a 25ºC. Después se agregaron 500 μL de NaCl 10 % p/v 

a cada tubo con agitación y se realizó un escaneo espectral de las muestras entre 

400-700 nm. Los tubos en los que no se produce un precipitado negro azulado y 

no se afecta el pico de absorbancia a 530 nm son los que tienen la cantidad 

mínima de proteína para estabilizar 0,5 mL de la solución de nanopartículas de 

oro producidas. 

 

4.6.3 Optimización del pH de trabajo para la conjugación de anticuerpos con 

nanopartículas de oro 

 

En tubos de 1,5 mL se agregaron 100 μL de una solución que contenía la 

concentración mínima para la obtener una conjugación estable previamente 

determinada y se les agregó 500 μL de la solución de nanopartículas de oro a 

distintos pH y se dejó 10 min a 25ºC. Después, se agregaron 500 μL de NaCl 10 

% p/v a cada tubo con agitación y se realizó un escaneo espectral de las muestras 

entre 400-700 nm. Los tubos en los que no se produce un precipitado negro 

azulado son los que poseen un pH que permite generar un conjugado estable de 

una solución de 500 uL de  nanopartículas con la cantidad mínima de anticuerpo 

determinada. 
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4.6.4 Conjugación de anticuerpos con nanopartículas de oro 

A un volumen de 20 mL de nanopartículas de oro pH 8 ajustado con una solución 

de carbonato de potasio K2CO3 0,2 M, se le agregó la cantidad necesaria 

previamente calculada de anticuerpos en tampón fosfato 10 mM ajustada a 20 

mL. Se incubó por 15 min en agitación suave a 25ºC. Luego se le agregaron 4 

mL de la solución de bloqueo que corresponde a tampón borato pH 9 con BSA 

10 % p/v y se incubó por 30 min en agitación suave a 25ºC. La solución se 

centrifugó a 15.000 g, 4°C, se descartó el sobrenadante con cuidado de no tomar 

las nanopartículas y se resuspendió en 8 mL de tampón borato 50 mM pH 9, BSA 

1% y trehalosa 5 % p/v. 

 

4.6.5 Confección de tiras reactivas  

 

Se activó la membrana de nitrocelulosa (FF120HP, Cytiva) con una solución de 

acetonitrilo 15 % y se dejó secar por 5 min a 25ºC, luego se lavó la membrana 

con agua destilada y se dejó secar por 30 min a 37°C. Se imprimió la membrana 

en el equipo AUTOKUN HGS510 con las soluciones de anticuerpos 

correspondientes en la línea test y de control a 1 μL/cm y se dejó secar a 37°C 

por 2 h. Luego la membrana se bloqueó utilizando una solución de fosfato 10 mM 

pH 7,4, BSA 2 % y Tween-20 0,1 % por 10 min y se secó por 1 h a 37°C. Se 

añadió a la almohadilla de conjugado (Standar sample pad 14, Cytiva) de 7 mm 

de ancho la solución de anticuerpos marcado con oro y se dejó secar a 37°C por 
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2 h. Paralelamente se bloqueó la almohadilla de muestra (MF1, Cytiva) de 1,7 cm 

de ancho con una solución de fosfato 10 mM pH 7.4, BSA 2 % y tween-20 0,1 %, 

EDTA 10 mM y se dejó secar a 37°C por 2 h. Además, la membrana de 

nitrocelulosa fue lavada con una solución de fosfato 10 mM pH 7,4, tween-20 0,1 

% y se dejó secar por 2 h a 37°C. Finalmente se realizó el ensamblaje de la tira 

colocando los componentes: almohadilla de muestra, almohadilla de conjugado, 

membrana nitrocelulosa y la almohadilla de absorción (CF5, Cytiva). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Generación de baculovirus para la expresión de la proteína rErns  

La secuencia de la proteína Erns del VDVB variante NCP, modificada con la 

adición de una etiqueta de histidina y secuencia de secreción, se insertó en el 

sitio de multiclonamiento del vector pACEBac-1 generando el plásmido 

denominado pACEBac-1 Erns-NCP. Mediante el sistema MultiBAc (Geneva 

Biotech), se generó el bácmido necesario para la producción del baculovirus para 

la expresión de la proteína Erns del VDVB. Se seleccionaron 5 colonias de las 

bacterias transformadas con el plásmido pACEBac-1 Erns-NCP B2, B3, B4, B5 

y B6, que fueron cultivadas y de las que se extrajo el bácmido generado. Con los 

bácmidos obtenidos se transfectaron células SF21 y se observó fluorescencia en 

las células a las 72 h de cultivo (Figura 4). La presencia de fluorescencia indicó 

la transfección de los bácmidos, debido a que la cepa E. coli DH10EMBacY tiene 

integrada la secuencia para la expresión de la proteína fluorescente amarilla, lo 

que facilita la evaluación de la infección. La generación de baculovirus y su 

potencial para expresar la proteína de interés se evaluó mediante Western blot . 

La presencia de la proteína rErns, tanto en el medio de cultivo como en los 

lisados celulares fue evaluada después de 72 h de infección con los baculovirus 

generados (Figura 5). El baculovirus B6 expresó la proteína recombinante de 

interés, lo que se corroboró al identificar, mediante un Western blot, una banda 



67 

 

entre 35 y 48 kDa en la mezcla de proteínas extraídas de los lisados celulares 

utilizando un anticuerpo monoclonal anti-histidina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

Figura 4. Análisis de señal fluorescente en células transfectadas con el bácmido Erns-
NCP. Evaluación de presencia de marcador fluorescente a las 72 h post transfección de células 
SF21 transfectadas con el bácmido Erns-NCP.  

Figura 5. Expresión de la proteína rErns en células SF21 transducidas con los baculovirus 
generados. Análisis de la presencia de la proteína rErns, tanto en medio de cultivo como en la lisis 
celular de cultivos infectados con baculovirus generados con diferentes bácmidos (B2-B6). (C-):  
Cultivo sin infectar. (C+): Proteína con etiqueta de histidina MP: Marcador de peso molecular.  
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5.2 Producción de la proteína rErns   

Para establecer las condiciones de producción de la proteína rErns, primero se 

probaron distintos tiempos de inducción. Los tiempos evaluados fueron 48, 72, 

96 y 120 h utilizando un MOI de 1 unidades formadoras de color (UFC)/célula. 

La intensidad de la banda correspondiente a la proteína rErns aumentó en el 

tiempo observándose cualitativamente incrementada a las 96 y 120 h de 

inducción (Figura 6). En cambio, en las proteínas extraídas desde el lisado 

celular, la intensidad de la banda disminuyó a partir de las 120 h de cultivo. Con 

estos resultados, concluimos que el tiempo óptimo para la expresión de la 

proteína Erns recombinante es entre las 96 y 120 h. Posteriormente, se evaluó 

la cantidad de baculovirus a utilizar. Para ello, se realizó un nuevo cultivo en 

placas de 6 pocillos sembradas con 1x106 de células y se infectaron con un MOI 

de  0.1, 1, 2, 5 y 10 UFC/célula manteniendo un máximo de 120 h de cultivo. Se 

observó una mayor intensidad de las bandas correspondientes a la proteína Erns 

utilizando entre 0,1-2 UFC/célula (Figura 7). Con los resultados obtenidos se 

establecieron las condiciones para la producción de la proteína rErns en el medio 

de cultivo utilizando 0,1 UFC/célula durante un tiempo de inducción de 120 h. 
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Figura 6. Expresión de la proteína rErns a distintos tiempos de cultivo. A) Análisis mediante 
Western blot de la de la proteína rErns expresada en el medio de cultivo y en el lisado celular a 
distintos tiempos de inducción. B) Análisis densitométrico de las bandas correspondiente a la 
rErns en medio de cultivo. MP: Marcador de peso molecular. (C-): Medio de cultivo de células sin 
infectar. (C+): Proteína con etiqueta de histidina como control de anticuerpos anti-histidina. 
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5.3 Purificación de la proteína rErns  

La proteína rErns se purificó desde el medio de cultivo mediante una 

cromatografía de afinidad a iones metálicos (IMAC). Al medio de cultivo que 

contiene la proteína se le añadió una solución tampón de fosfato 50 mM pH 6,4 

NaCl 300 mM e imidazol 25 mM para que tuviera las mismas condiciones que el 

tampón de equilibrio de la matriz. La purificación se realizó en la matriz 

Sepharose Fast Flow previamente cargada con níquel, y la elusión se realizó con 

Figura 7. Expresión de la proteína rErns en el medio de cultivo con distintas 
concentraciones de infección. A): Evaluación por Western blot de la expresión de rErns en 
medio de cultivo a concentraciones crecientes de baculovirus por célula en inducciones de 120 
h. B): Análisis densitométrico de las bandas correspondiente a la rErns en medio de cultivo. MP: 
Marcador de peso. (C-): Medio de cultivo de células sin infectar. (C+): Proteína con etiqueta de 
histidina como control de anticuerpos anti-histidina. 
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imidazol, favoreciendo la competencia por la unión del níquel y la liberación la 

proteína unida por la etiqueta de histidina. En este ensayo se determinó que la 

Erns recombinante eluye, mayoritariamente, desde los 250 mM de imidazol 

(Figura 8). Por tanto, definimos el proceso de lavado en tampón de 150 mM de 

imidazol y la elusión con una solución de 400 mM de imidazol. Después, la 

fracción eluída se concentró 10 veces utilizando el reactivo PEG 30000 para 

finalmente dializarla en PBS. Las muestras concentradas y dializadas se 

obtuvieron con una concentración de 300 ng/uL y una pureza superior al 80%. 

(Figura 9).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Purificación de la proteína rErns desde el medio de cultivo por IMAC. Evaluación 
de las fracciones eluídas a diferentes concentraciones de imidazol mediante Western blot. MP: 
Marcador de peso. I: Inicial o muestra de entrada. NU: No unido  
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Figura 9. Determinación de la pureza de la proteína rErns. A) SDS-PAGE y Western blot de 
la muestra concentrada y posteriormente dializada. MP: marcador de peso. B) Análisis de pureza 
por densitometría de la proteína rErns después de proceso de diálisis. MP: Marcador de peso 
molecular 

 

5.4 Obtención de hibridomas productores de anticuerpos anti-rErns 

 Los cultivos de hibridomas obtenidos se evaluaron para identificar hibridomas 

productores de anticuerpos contra la proteína rErns. Para esto se analizó el 

sobrenadante de los cultivos de hibridomas por Elisa indirecto. De un conjunto de 

20 hibridomas evaluados se seleccionaron los que tuvieron una absorbancia 

mayor a 1,0 en el ensayo de ELISA. Se encontraron 18 hibridomas productores 

de anticuerpos anti-rErns (Figura 10) por sobre el valor de corte establecido, los 

cuales se almacenaron en nitrógeno líquido. Continuamos trabajando con los 

clones 1F5, 1F2 y 1H4 para la obtención de anticuerpos monoclonales.  
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Figura 10. Análisis de anticuerpos anti-rErns expresados en el medio de cultivo de 
hibridomas. Evaluación de la presencia de anticuerpos anti-rErns mediante ELISA indirecto del 
medio de cultivo de los hibridomas producidos. (C+): Medio obtenido de la perfusión del bazo de 
ratones inmunizados con la proteína rErns. 

 

5.5 Obtención de anticuerpos monoclonales  

A partir de los hibridomas seleccionados, se evaluaron los sobrenadantes de 

cultivo de distintos clones de células de hibridoma mediante ELISA indirecto para 

verificar la presencia de anticuerpos contra la proteína rErns. Como resultado se 

obtuvieron 12 clones productores de anticuerpos IgG de la subclase IgG1 (Figura 

11). Se seleccionaron 4 clones: F2D11, F5C4, F5D9 y H4C5, que fueron 

amplificados y purificados mediante una resina de proteína G. Se observó la 

presencia de las cadenas livianas y pesadas de la IgG murina en la muestra 

purificada (Figura 12). Los anticuerpos purificados se cuantificaron y se llevaron 

a una concentración de 1 mg/mL. 
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Figura 11. Identificación de subclase de anticuerpos obtenidos. Análisis por ELISA indirecto 
de la subclase los anticuerpos monoclonales obtenidos utilizando anticuerpos específicos anti- 
IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA, IgM e IgG total. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los anticuerpos seleccionados fueron evaluados por los inmunoensayos de 

ELISA indirecto y Western blot para el reconocimiento de la proteína rErns. En el 

Figura 12. Purificación del anticuerpo monoclonal anti-Erns mediante cromatografía de 
afinidad a proteína G. Comparación en SDS-PAGE de la muestra purificada de anticuerpos 
monoclonales por resina de proteína G y muestra Inicial. MP: Marcador de peso molecular. 
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inmunoensayo de ELISA indirecto los anticuerpos F5C4, F2D11 y F5D9 

reconocieron a la proteína rErns llegando a diluciones de 1/128000 con valores 

de absorbancia a 450 nm de 1,0 a diferencia del anticuerpo H4C5 que llego a 

diluciones de 1/16.000 para el mismo valor de absorbancia (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Titulación de anticuerpos monoclonales anti-Erns mediante ELISA indirecto. 
Análisis de la detección de la proteína rErns por ELISA indirecto utilizando diluciones crecientes 
de los anticuerpos monoclonales H4C5, F2D11, F5C4 y F5D9. Los datos son presentados como 
el promedio ± desviación estándar de 2 réplicas. 

 

Los ensayos de Western blot, mostraron que los cuatro anticuerpos evaluados 

reconocen específicamente la proteína rErns (Figura 14). 
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Figura 14. Detección de la proteína rErns por los anticuerpos monoclonales  en técnica de 
Western blot. Evaluación del reconocimiento de la proteína rErns por los anticuerpos 
monoclonales H4C5, F2D11, F5C4 y F5D9. 1: Medio de cultivo de células SF21 infectadas con 
el baculovirus. 2: Medio de cultivo de células no infectadas por el baculovirus (control). MP: 
Marcador de peso molecular. 

 

Una vez confirmada la detección de la proteína rErns por los anticuerpos 

monoclonales seleccionados, se estimó la KD mediante ELISA indirecto. Los 

resultados obtenidos arrojaron valores de KD en la escala nanomolar (nM) baja 

para los cuatro anticuerpos analizados (Figura 15), siendo la KD más alta la del 

anticuerpo H5C4. Los valores obtenidos indicarían que los anticuerpos 

producidos serian de alta afinidad  (Björkelund et al., 2011). Los anticuerpos 

monoclonales anti-Erns reconocen su ligando con una KD en el rango nanomolar, 

lo que permite su uso en inmunoensayos como ELISA indirecto y Western blot. 

Además, pueden emplearse como moléculas de captura en dispositivos IFL 

diseñados para detectar el VDBV en muestras animales. 
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5.5 Producción de anticuerpos policlonales IgY contra la proteína rErns e 

IgG murina.  

 

La presencia de las IgY extraída desde los huevos de las gallinas inmunizadas 

fue confirmada mediante SDS-PAGE. En este ensayo se observaron bandas 

mayoritarias que se corresponden con los pesos moleculares de las cadenas 

livianas y pesadas de las IgY, de 25 y 65 kDa, respectivamente (Figura 16). La 

pureza de la IgY obtenida se estimó por densitometría utilizando el programa 

Image Studio Lite (Li-COR), los valores obtenidos fuero del 84,9 % para la IgY 

Figura 15. Estimación de la KD de la interacción rErns-anticuerpo monoclonal mediante 
ELISA Indirecto. Curvas experimentales de unión de los anticuerpos H4C5, F2D11, F5C4 y F5D9 
a dos concentraciones de recubrimiento de rErns (2,5 y 1,25 μg/ml). Los datos son presentados 
como el promedio ± desviación estándar de 3 réplicas. 
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extraída de huevos de gallinas inmunizadas con rErns y del 87 % para las IgY 

extraídas de huevos de gallinas inmunizadas con IgG murina. 

 

 

 
 
Se evaluaron los anticuerpos extraídos de los huevos tomados entre la semana 

5 y 8 post-inmunización mediante ELISA indirecto contra la proteína rErns y e IgG 

de ratón. Los anticuerpos IgY extraídos de huevos de gallinas inmunizadas con 

la proteína rErns dieron señal de reconocimiento positivo en diluciones hasta 

1/64.000, con valores de absorbancia de 1,0 para los anticuerpos extraídos de 

huevos tomados entre la semana 5 y 7, observándose una disminución de la 

señal en la semana 8 (Figura 17). Por lo tanto, se seleccionaron las muestras de 

Figura 16. Evaluación de la pureza de anticuerpos IgY extraídos de yema de huevo. 
Estimación de la pureza de anticuerpos IgY anti-rErn e IgY anti-IgG murina por densitometría 
de las bandas identificadas mediante SDS-PAGE. MP: Marcador de peso molecular. 



79 

 

los huevos tomados entre la semana 5 y 7 para obtener los anticuerpos anti-

rErns. 

 

 

 

Figura 17. Título de anticuerpos IgY anti-rErns. Análisis de la detección de la proteína rErns 
por ELISA indirecto utilizando diluciones seriadas de los anticuerpos IgY anti-rErns extraídos 
desde la yema de huevos tomados entre las semanas 5 y 8 post inmunización. Los datos son 
presentados como el promedio ± desviación estándar de 2 réplicas. 

 
 

También se evaluó el reconocimiento de la proteína rErns por los anticuerpos IgY 

en inmunoensayo de Western blot. Los anticuerpos IgY obtenidos reconocieron 

específicamente a la proteína rErns y, además, no se observaron señales en los 

carriles correspondientes al control negativo de medio de cultivo, ni en el suero 

bovino de animales sanos (Figura 18). Con estos resultados se confirma la 

producción de anticuerpos IgY dirigidos contra la proteína rErns y que estos son 

funcionales tanto en el inmunoensayo ELISA, como en el Western blot.  
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Los anticuerpos IgY anti-IgG murina reconocen a la IgG en ELISA indirecto, con 

señales superiores a 1,0 de absorbancia en diluciones de hasta 1/128.000 en las 

muestras de extracciones de anticuerpos a partir de huevos tomados entre las 

semanas 5 y 7 post inmunización, y una disminución en la señal en los 

anticuerpos extraídos en la semana 8 (Figura 19). Por lo tanto, se seleccionaron 

los anticuerpos extraídos desde los huevos tomados entre las semanas 5 y 7 

para los trabajos posteriores. 

 

Figura 18. Reconocimiento de proteína rErns por anticuerpos IgY anti-rErns en 
inmunoensayo de Western blot. Análisis del reconocimiento y especificidad de los anticuerpos 
aviares IgY-anti-rErns por la proteína rErns en medio de cultivo y unión a proteínas del suero 
bovino 1: Medio de cultivo de células SF21 infectadas con el baculovirus B6. 2: Medio de cultivo 
de células no infectadas por el baculovirus. MP: Marcador de peso molecular. 
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Figura 19. Título de anticuerpo IgY anti-IgG murina. Evaluación por ELISA indirecto de los 
títulos de anticuerpos IgY anti-IgG murina extraídos desde la yema de huevo a distintas semanas 
post-inmunización. Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar de 2 
réplicas. 

 

 

Los anticuerpos IgY anti-IgG murina obtenidos también se evaluaron mediante el 

inmunoensayo de Western blot para la detección de IgG murina. Estos reconocen 

claramente la IgG murina, sin embargo, no se observaron señales de 

reconocimiento en la muestra de la IgG bovina, ni en ningún componente del 

suero bovino (Figura 20). Con estos resultados demostramos que la IgY anti-IgG 

murina producida es específica para esta IgG y que no reacciona a los 

componentes del suero bovino, lo que indica que se pueden utilizar en el 

dispositivo IFL con muestras de suero bovino. 
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5.6 ELISA sándwich para la detección de la proteína Erns 

 Los resultados obtenidos de la producción y reconocimiento de los anticuerpos 

tanto, monoclonales como IgY, demostraron su utilidad en los inmunoensayos de 

ELISA y Western blot. Por lo tanto, se evaluó el uso del par anticuerpo 

monoclonal/IgY anti-Erns en el inmunoensayo de ELISA formato sándwich para 

comprobar el potencial uso como pareja de anticuerpos para sistemas de 

detección LFIA Se probaron 3 anticuerpos monoclonales como anticuerpos de 

captura a 2 concentraciones distintas, y los anticuerpos IgY como anticuerpos de 

detección (Figura 21). Los resultados demostraron que las parejas de anticuerpo 

anti-rErns F2D11, F4C4 y F5D9 con el anticuerpo IgY anti-rErns detectaron la 

proteína rErns purificada a distintas concentraciones como en medio de cultivo 

Figura 20 Reconocimiento de IgG murina por anticuerpos IgY anti-IgG murina en 
inmunoensayo de Western blot. Análisis del reconocimiento y especificidad de los anticuerpos 
IgY anti-IgG murina en muestras de IgG de ratón, IgG bovina y suero bovino. MP: Marcador de 
peso molecular. 
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(Figura 22). Con estos resultados se avanzó a la producción y ensamblaje del 

sistema IFL para detección de la proteína Erns. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21 Esquema de ELISA sándwich para detección de la proteína rErns. 

Figura 22. Detección de la proteína rErns mediante ELISA sándwich utilizando parejas de 
anticuerpos monoclonales y aviares IgY. Evaluación de los anticuerpos monoclonales anti-
rErns como anticuerpos de captura y anticuerpos IgY anti-rErns como anticuerpos de detección 
en formato ELISA sándwich utilizando cantidades crecientes de rErns. Los datos son 
presentados como el promedio ± desviación estándar de 2 réplica. Medio (+): Medio de cultivo 
de células SF21 productoras de rErns. Medio (-): Medio de cultivo de células SF21. 
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5.7 Producción y evaluación de prototipo de tira reactiva para la 

identificación de la proteína Erns del VDVB 

 

5.7.1 Producción de nanopartículas de oro 

Las partículas de oro se elaboraron mediante la metodología de reducción por 

citrato, preparándose nanopartículas de 40 nm. El escaneo espectral de las 

partículas producidas mostró un máximo de absorbancia a 530 nm (Figura 23A), 

lo que corresponde a espectros de partículas de oro de tamaño aproximado de 

40 nm (Yokota, 2010). La presencia y tamaño aproximado de las nanopartículas 

de oro se confirmó mediante microscopía electrónica observándose 

nanopartículas esféricas de bordes regulares con un tamaño aproximado de 40 

nm (Figura 23B). 

 

 

 

 

Figura 23. Producción de AuNPs de 40 nm. Estudio del tamaño y forma de AuNPs generadas. 
A): Espectro de absorbancia de las AuNPs. B):  Estimación del tamaño y forma de las AuNPs por 
microscopia electrónica. 
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5.7.2 Conjugación de anticuerpos con nanopartículas de oro 

Los anticuerpos monoclonales F5C4, F2D11 y F5D9 fueron conjugados con 

nanopartículas de oro de 40 nm. Para ello, se identificó la cantidad mínima de 

anticuerpo necesaria para producir un conjugado de oro estable. A partir 3 μg de 

F5C4, 2 μg de F5D9 y 2 μg de F2D11 se mantuvo el color rojizo en las 

nanopartículas de oro conjugadas y no hay variaciones en su espectro de 

absorbancia manteniéndose su máximo de absorción en 530 nm al aplicar una 

solución de NaCl 10% (Figura 24). Por tanto, estas condiciones se seleccionaron 

como cantidades de trabajo para la conjugación de los anticuerpos 3 µg de F5C4, 

2 µg de F5D9 y 2 µg de F2D11. 

 

5.7.3 Evaluación del pH para la conjugación de anticuerpos con 

nanopartículas de oro. 

El pH de trabajo también es un factor que influye en la estabilidad de las 

nanopartículas de oro y en la conjugación a las proteínas, por lo que se evaluó la 

estabilidad de los conjugados producidos con soluciones de nanopartículas de 

oro a distintos pH. Se observó que los conjugados producidos son estables en un 

rango amplio de pH (desde 4 a 10) manteniendo la coloración rojiza y su espectro 

de absorción cuando se utilizó el anticuerpo F5C4 (Figura 25).  
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Figura 24. Obtención de un conjugado estable de anticuerpos con AuNPs. Evaluación de la 
cantidad mínima de anticuerpo para la obtención de conjugados estables mediante análisis 
colorimétrico y de espectro de absorción de los conjugados con los anticuerpos monoclonales. A: 
anticuerpos F5C4, B: anticuerpo F5D9 y C: anticuerpo F2D11. 
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Figura 25 . Evaluación de estabilidad del anticuerpo F5C4 conjugado con nanopartículas 
de oro a distintos rangos de pH. Análisis del colorimétrico y del espectro de absorción de la 
conjugación del anticuerpo F5C4 con AuNPs a distintos pH. 

 

5.7.4 Elaboración de prototipo de IFL para detección de la proteína Erns 

Se inició el proceso de ensamblaje del dispositivo de IFL para la detección de la 

proteína Erns utilizando los anticuerpos monoclonales e IgY obtenidos. Para ello, 

se diseñó un dispositivo que utiliza anticuerpos monoclonales marcados con 

nanopartículas de oro como anticuerpos de detección; los anticuerpos IgY anti-

rErns como anticuerpos de captura en la línea de prueba del dispositivo y los 

anticuerpos IgY anti-IgG murina como anticuerpos de captura en la línea de 

control (Figura 26). 
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Figura 26. Esquema del diseño del dispositivo IFL para la detección de la proteína Erns. 
Representación del prototipo y sus componentes moleculares. 

 

 

Se evaluó el uso de los anticuerpos monoclonales F5C4, F2D11 y F5D9 

conjugados con nanopartículas de oro utilizando soluciones de conjugado con 

valores de DO de 1,0 y 2,0 a medidos a 530 nm en la almohadilla de conjugado y 

los anticuerpos de las líneas de prueba y de control a una concentración de 1 

mg/mL. Se observó que los 3 anticuerpos marcaron las líneas de prueba y control 

al utilizar la proteína rErns y solo se marcó la línea control al utilizar PBS (Figura 

27). Al comparar los dispositivos ensamblados con los 3 anticuerpos 

monoclonales distintos, se determinó que los anticuerpos F5C4 y F2D11 

mostraron una mayor intensidad de color en la línea de prueba y, entre estos 2 

dispositivos, se observó una proporción equilibrada en la marca de la banda 

control y la banda de prueba cuando se utilizó el anticuerpo F5C4. Con estos 

resultados, se seleccionó este anticuerpo conjugado para continuar con el 

proceso de estandarización del prototipo de IFL. 
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Se evaluó la cantidad de anticuerpos conjugado agregado a la almohadilla de 

conjugación, observándose que las líneas de prueba y control se marcan con una 

mayor intensidad utilizando una solución de conjugado con una DO de 10 y 20, 

leídas a 530 nm (Figura 28). 

 

 

Figura 27. Evaluación del prototipo IFL utilizando diferentes anticuerpos monoclonales 
conjugados con nanopartículas de oro. Análisis del funcionamiento de las tiras IFL mediante el 
marcaje de las líneas de prueba y control. Se aplicaron las muestras (+): rErns purificada. (-): PBS. 
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Con esas concentraciones de conjugado se evaluó la detección de distintas 

cantidades de rErns en el prototipo de IFL producido. Se observaron marcas 

legibles en la línea de prueba hasta 25 ng de proteína (Figura 29), a menores  

concentraciones la banda clara no resulta visible. Por lo tanto, el límite de 

detección del prototipo ensamblado se consideró en 25 ng. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 28. Efecto de distintas concentraciones de anticuerpo F5C4 conjugado en ensayo de 
IFL. Análisis del marcaje de las bandas de prueba y control con cantidades crecientes de 
anticuerpo conjugado.  Se aplicaron las muestras (+): rErns purificada. (-): PBS. 



91 

 

 

 

Con las condiciones establecidas se probó el dispositivo evaluando sueros de 

animales negativos para Erns por ELISA IDEXX BVDV Ag/Serum Plus. Se 

utilizaron sueros en diluciones 1/2, 1/5 y 1/10 en PBS. Se colocaron 100 uL de 

muestra utilizando dispositivos elaborados con conjugados de 10 y 20 de DO.  Se 

detectó un marcaje visible solo en la línea de control y no de la línea de prueba, 

siendo este más notorio en el dispositivo ensamblado con el conjugado de 20 de 

DO.  Este resultado sugiere que el dispositivo IFL, en las condiciones de diseño 

descritas, no reconoce elementos presentes en los sueros de animales negativos 

para Erns, lo que se refuerza por hecho de que no se observan falsos positivos. 

  

Figura 29. Análisis del límite de detección de proteína rErns en el prototipo de IFL 
ensamblado. Evaluación del marcaje de las líneas de prueba y control a distintas de rErns. 
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Figura 30. Evaluación de sueros negativos en prototipo de IFL ensamblado. Análisis del 
funcionamiento de prototipo de IFL con concentraciones de conjugado de 10 y 20 de DO utilizando 
sueros bovinos negativos para anticuerpos y antígenos del VDBV. 
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6. DISCUSIÓN 

 

6.1 Proteína rErns del VDVB obtenida desde el medio de cultivo de células 

SF21. 

El objetivo de este trabajo es desarrollar un prototipo de ensayo IFL para detectar 

la proteína Erns del VDVB. Esta se considera una de las proteínas más 

inmunogénicas del virus y, además, está altamente conservada entre los distintos 

subtipos del virus, por lo que es un excelente candidato para ser utilizada en 

sistemas de detección del VDVB. Este antígeno se obtuvo de manera 

recombinante utilizando células de insecto como plataforma de expresión. El uso 

de estas células para la producción de proteínas recombinantes está ampliamente 

descrito y se ha utilizado para la producción de proteínas recombinantes tanto en 

la industria biofarmacéutica como en la investigación (Pidre et al., 2023).  

Para la expresión recombinante de Erns se diseñó una construcción en la que se 

incorporó la secuencia codificante de la proteína nativa de 253 aminoácidos, se 

añadió una señal de secreción correspondiente a la secuencia de secreción de 

insecto correspondiente a la proteína de 30 kDa del gusano de seda en el extremo 

N-terminal y una etiqueta de histidina en el C-terminal, con el objetivo de obtener 

la proteína desde el medio de cultivo celular y facilitar su reconocimiento y 

purificación. La rErns se obtuvo con un peso molecular aproximado de 43 kDa 

detectada por la técnica de Western blot (Figura 5), lo cual está de acuerdo con 

reportes de su producción en células de insecto, en las líneas SF9 
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(Vijayaraghavan et al., 2012; Z. Wang et al., 2021). La identificación de esta 

proteína en el medio de cultivo de las células infectadas (Figura 6), corrobora el 

correcto funcionamiento de la secuencia de secreción añadida en diseño del a 

construcción genética. Durante el proceso de selección de las condiciones de 

producción de la proteína rErns se observó que a concentraciones de infección 

de 0,1 UFC/célula obtuvo una mayor intensidad de banda en ensayo de Western 

blot, lo que sugiere que se produce una mayor cantidad de proteína en esta 

condición. Resultados similares ya han sido observado en otros trabajos, donde 

se utilizó menos de una partícula viral por célula. (Radford et al., 1997; Üstün-

Aytekin et al., 2014). Este efecto se debe a que el uso de una concentración menor 

a 1 partícula viral por célula da lugar a un proceso de infección en dos fases. En 

la primera fase, sólo se infecta una parte de las células las que comienzan a 

producir la proteína recombinante y también producen nuevas partículas de virus. 

En la segunda fase de infección, estas nuevas partículas de virus infectan a las 

otras células que no fueron infectadas en la primera fase de infección, las cuales 

siguieron proliferando dando a lugar a una mayor densidad celular al inicio de la 

segunda fase (Zitzmann et al., 2017). 

 La purificación de la variante recombinante de rErns mediante IMAC estuvo 

favorecida por el acoplamiento a la etiqueta de histidina agregada durante el 

diseño molecular (Figura 6), lo que indica que la etiqueta estaría expuesta y 

permitiendo su unión a los iones de níquel, lo que facilitó su purificación desde el 

medio de cultivo. Estos resultados demuestran que el diseño utilizado para la 
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secreción al medio de cultivo y purificación de la proteína rErns funcionó 

correctamente.  

 

6.2 Obtención de anticuerpos monoclonales anti-rErns de alta afinidad 

Con la proteína rErns purificada se inmunizaron ratones BALB/c para obtener 

anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales representan una 

valiosa herramienta en los sistemas de inmunodetección, ya que proporcionan 

especificidad a las técnicas de inmunodetección. La especificidad en una 

característica deseada en los anticuerpos que tienen por objetivo la detección de 

un antígeno específico, especialmente en sistemas diagnósticos basados en 

inmunodetección. Para otorgar una mayor especificidad a los sistemas de 

inmunodetección se prefiere el uso de anticuerpos monoclonales, debido que 

estos reconocen un epítope específico disminuyendo la posibilidad de producir 

reacciones de cruzadas con otros antígenos.  

Los 12 clones productores de anticuerpos obtenidos correspondieron a la 

subclase de IgG1 (Figura 11). De estos hibridomas se seleccionaron 4 clones, los 

clones F5C4, F2D11, H4C5 y F5D9, a partir de los cuales se purificaron los 

anticuerpos producidos. Los anticuerpos seleccionados se evaluaron en técnicas 

de inmunodetección de ELISA indirecto y Western blot para la detección de rErns. 

Los cuatro anticuerpos seleccionados reconocen específicamente la proteína 

rErns mediante Western blot (Figura 14), sin observarse diferencias en el 

reconocimiento de la proteína. No obstante, en el ensayo de ELISA los 
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anticuerpos F5C4, F2D11 y F5D9 alcanzaron niveles de absorbancia mayores a 

diluciones más altas, llegando a valores cercanos a 1 de absorbancia a diluciones 

de 1/128.000 en comparación con el anticuerpo H5C4, que solo llegó a similares 

valores de absorbancia en diluciones de hasta 1/16.000 (Figura 13), lo que podría 

indicar que este anticuerpo posee una menor afinidad por la proteína rErns en 

comparación con los otros. Los resultados mostraron que las KD estimadas para 

los anticuerpos obtenidos se encuentran en el rango nanomolar bajo y se 

menciona en bibliografía que los anticuerpos que poseen una KD del rango 

nanomolar bajo (<10 nM) (Griffiths et al., 1994; Rathanaswami et al., 2005) 

corresponderían a anticuerpos de alta afinidad. De todos ellos, el que alcanza un 

valor de KD más alto es el H4C5 (Figura 15), por lo que presenta una menor 

afinidad en comparación con los otros anticuerpos, lo que estaría en concordancia 

con los resultados del ELISA indirecto, en el que este anticuerpo registró menores 

niveles de absorbancia. Los anticuerpos de alta afinidad se unen más rápido a 

sus dianas y por más tiempo (Wark & Hudson, 2006), lo cual los hace una 

excelente opción para ser utilizados en ensayos IFL, debido al poco tiempo de 

interacción entre los anticuerpos y sus antígenos en esta técnica. Se ha 

demostrado que la afinidad de los anticuerpos monoclonales afecta la sensibilidad 

en pruebas de inmunodetección en papel (Murray et al., 2021) y en IFL (Cavalera 

et al., 2020; Y. Li et al., 2020) , donde los sistemas ensamblados con anticuerpos 

con mayor afinidad produjeron un límite de detección menor. Por lo tanto, la 

obtención de anticuerpos anti-rErns con KD del rango nanomolar contribuirá a un 
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mejor desempeño del IFL para la detección de la proteína Erns. En bibliografía 

existe solo un trabajo (Reza Seyfi Abad Shapouri et al., 2015) en el cual, se 

describe la producción de un anticuerpo monoclonal contra la proteína Erns del 

BVDV, demostrando el reconocimiento de la proteína mediante la técnica de 

Western blot, en comparación con nuestro trabajo, donde se analizamos la 

afinidad de los anticuerpos (Figura 15) y reconocimiento de la proteína rErns 

mediante las técnicas de inmunodetección de Western blot (Figura 14) y ELISA 

(Figura 13) . 

 

6.3 Especificidad de anticuerpos IgY anti-rErns y anti-IgG murina y su uso 

en inmunoensayos. 

 

La yema de huevo representa una importante fuente de anticuerpos IgY, los 

cuales poseen características favorables para su uso en sistemas de 

inmunodetección. Los anticuerpos IgY anti-rErns y anti-IgG murina obtenidos a 

partir de los huevos de gallinas inmunizadas identifican la proteína rErns e IgG 

murina en los inmunoensayos de ELISA indirecto y Western blot. Actualmente, ya 

se encuentran trabajos  donde se ha probado la especificidad y utilidad de las IgY 

en distintos inmunoensayos como Western blot, ELISA e inmunohistoquímica (da 

Silva et al., 2018; Jen et al., 2019). Los anticuerpos IgY anti-rErns obtenidos de 

huevos tomados entre la semana 5 y 8 después de la inmunización mostraron 

reconocieron la proteína rErns mediante ELISA indirecto (Figura 17), 

observándose una disminución de los valores de absorbancia en los anticuerpos 
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extraídos en la semana 8 en comparación con los otros días de evaluación, en los 

que se obtuvieron valores de absorbancia superiores a 1 en diluciones hasta 

1/64.000. Por lo tanto, se seleccionaron para su uso los anticuerpos extraídos de 

los huevos tomados en las semanas 5 y 7. Los análisis de Western blot utilizando 

los anticuerpos IgY anti-rErns mostraron que las IgY obtenidas reconocen la 

proteína rErns y no reconocen elementos presentes en el suero bovino 

demostrando su especificidad. La alta especificidad de los anticuerpos IgY para 

su uso en aplicaciones diagnósticas ya ha sido reportada (de Faria et al., 2019; 

de Jesus et al., 2023; Pizarro-Guajardo et al., 2017; Y. Zhang et al., 2019) y 

nuestros resultados se alinean con lo publicado demostrando su utilidad como 

posible componente para pruebas de inmunodetección. La especificidad de estos 

anticuerpos disminuye la posibilidad de resultados erróneos por la interacción de 

los anticuerpos IgY con los componentes del suero. Solo una investigación 

relacionada a la utilización de anticuerpos IgY como agente de detección del 

VDBV se ha descrito (X. Zhang et al., 2016), donde se utilizan anticuerpos IgY 

anti-E2 mostrando la detección de la proteína E2 por las técnicas de ELISA y 

Western blot, además de la detección del virus demostrando el potencial de las 

IgY como agentes de detección del VDVB. En el caso de los anticuerpos IgY anti-

IgG murina, estos la reconocieron en los inmunoensayos de ELISA indirecto y 

Western blot, observándose absorbancias superiores a 1 hasta una dilución de 

1/128.000 (Figura 19). En el ensayo de Western blot, los anticuerpos pudieron 

discriminar entre muestras de IgG murina e IgG bovina y no reconocieron otras 
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proteínas presentes en el suero bovino (Figura 18). Estos resultados se 

concuerdan con lo publicado (Q. Zhang et al., 2020), donde se produjeron 

anticuerpos IgY anti-IgG murina observándose títulos de hasta 1/128.000 y 

además se determinó la especificidad de estas IgY pudiendo discriminar entre 

IgGs de distintas especies. Los resultados obtenidos demuestran la utilidad de los 

anticuerpos IgY detectando las proteínas diana, sin reconocer componentes del 

suero bovino y además, en el caso de los anticuerpos IgY anti-IgG murina 

discriminar entre la IgG murina y bovina. Estos resultados corroboran el potencial 

de los anticuerpos aviares en sistemas de inmunodetección.  

 

6.4 Ensamblaje de prototipo de dispositivo IFL y desempeño. 

Con los anticuerpos monoclonales e IgY anti-rErns obtenidos, se diseñó un ELISA 

de tipo sándwich para la detección de la proteína rErns. La realización de este 

inmunoensayo de ELISA se debe a que esta plataforma permite la evaluación de 

varias combinaciones de anticuerpos a la vez disminuyendo el tiempo de análisis 

de las posibles combinaciones de anticuerpos (Parolo et al., 2020), con esto 

evaluar la combinación de anticuerpos monoclonales e IgYs y seleccionar cuales 

de los anticuerpos monoclonales obtenidos puede utilizarse en combinación con 

los anticuerpos IgY. Los resultados mostraron que los anticuerpos F5C4, F2D11 

y F4D9, al usarse como anticuerpos de captura en conjunto con el anticuerpo IgY 

anti-rErns como anticuerpos de detección, detectan la proteína tanto purificada 

como en el medio de cultivo, demostrando que los anticuerpos monoclonales 
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probados pueden ser utilizados en combinación con los anticuerpos IgY en 

inmunodetección formato sándwich.  

 Para el ensamblaje del prototipo de ensayo de flujo lateral se decidió usar un 

anticuerpo monoclonal marcado con AuNPs como agente de detección y los 

anticuerpos IgY anti-rErns en la línea de prueba como anticuerpos de captura. 

Las AuNPs son las partículas más utilizadas como agente de detección en IFL, 

debido a sus características ópticas que permiten la producción de partículas 

coloreadas con una intensidad de color y brillo que permiten la detección de señal 

colorimétrica a simple vista (J. Kim et al., 2023). Además, dentro de las ventajas 

de la utilización de las AuNPs se encuentra, un procedimiento de obtención 

estandarizado, mecanismos de conjugación bien conocidos y una señal fuerte 

(Parolo et al., 2020; Z. Wang et al., 2022). El uso del anticuerpo monoclonal en 

inmunoensayos como herramienta de detección se basa en la especificidad de 

estos anticuerpos, lo que evita uniones no deseadas, reduciendo la posibilidad de 

obtener un resultado falso positivo aumentando la especificidad de la técnica. El 

uso de un anticuerpo IgY impreso en la tira aumenta la posibilidad de reconocer 

la proteína de interés, debido a la amplia variedad de epítopes que pueden 

reconocer, lo que incrementa la posibilidad de unir la proteína ya marcada por el 

agente de detección y que esta se mantenga en la línea de prueba, lo que se 

traduce en una mayor intensidad de color y sensibilidad del prototipo propuesto. 

Para el marcaje de los anticuerpos monoclonales, se decidió utilizar AuNPs de 40 

nm. Uno de los factores que afecta a la sensibilidad al utilizar AuNP es el tamaño 
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de la partícula. En los sistemas de IFL se utilizan generalmente AuNP de entre 20 

y 40 nm ya que, con tamaños menores de 15 nm, es difícil indicar un color claro 

y brillante, y las AuNP de más de 40 nm son inestables y producen precipitados 

(Bahadır & Sezgintürk, 2016). Las partículas de oro de 40 nm producen un color 

rojo intenso, lo que favorece su uso como agente de detección en los IFL. Así, los 

tamaños cercanos a 40 nm serían una mejor alternativa en IFL (Lou et al., 2012). 

Es por esto que se eligió el tamaño de AuNP de 40 nm para ser utilizado en 

nuestro sistema de detección. Los resultados mostraron que las AuNP producidas 

tenían un espectro de absorción con un pico de absorbancia a 530 nm, indicativo 

de AuNPs de un tamaño aproximado de 40 nm (Yokota, 2010), lo cual se confirmó 

mediante microscopía electrónica (Figura 23). Las partículas AuNPs producidas 

se conjugaron con los anticuerpos F5C4, F2D11 y F5D9. Para la conjugación de 

los anticuerpos, se buscaron las condiciones ideales de pH y cantidad de 

anticuerpo para la producción de conjugados estables. Se observó que la cantidad 

necesaria de anticuerpos para estabilizar las AuNP fue de 3 μg por cada 500 mL 

de solución de AuNP (Figura 24) y, además, estas eran estables en un rango 

amplio de pH (Figura 25). La estabilidad del conjugado mejora a medida que 

aumenta la concentración de anticuerpos debido al cambio de la carga superficial 

de las nanopartículas, haciendo que el conjugado sea más estable cuando las 

nanopartículas de oro están saturadas por los anticuerpos (Lou et al., 2012) . Los 

resultados mostraron que la conjugación de las AuNPs con los anticuerpos entre 

los pH 7 y 8 era estable (Figura 25), por lo que se seleccionó el pH 8 para la 
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conjugación de los anticuerpos a las AuNPs. Este pH de trabajo ya ha sido 

utilizado en la conjugación de anticuerpos para pruebas de IFL (Cvak et al., 2012; 

Mdluli et al., 2014; Zhong et al., 2016) y se ha descrito que hay una mayor 

absorción de los anticuerpos a las AuNPs a pH entre 7,5-8,5 y además la unión 

de los anticuerpos a las AuNP entre estos pH orientaría la unión a la nanopartícula 

por el fragmento FC, dejando libres las regiones de reconocimiento de antígenos 

(Ruiz et al., 2019).  

Una vez establecidas las condiciones de conjugación, se evaluó la utilización de 

los anticuerpos F5D9, F5C4 y F2D11 conjugados a las AuNP como agentes de 

reconocimiento de la proteína rErns en el sistema de LFA propuesto. Al evaluar 

el marcaje de las líneas de prueba y de control a simple vista, se observó que las 

tiras donde se utilizó el anticuerpo F5C4 presentaban mejor marcaje en las líneas 

de prueba y de control con respecto a los otros anticuerpos evaluados, tanto al 

utilizar la proteína recombinante como control positivo y PBS como control 

negativo (Figura 27). Por lo tanto, se decidió no seguir utilizando los anticuerpos 

F5D9 y F2D11.  Aunque era posible identificar el marcaje de las líneas de prueba 

y de control al utilizar una solución del conjugado con una DO a 530 nm de 2 y 4, 

las líneas, especialmente la línea de control, seguían siendo tenues. La línea de 

control es muy importante, ya que es la manera de verificar el correcto desempeño 

del ensayo de flujo lateral, por lo que es crucial un buen marcaje de esta. Para 

mejorar la señal de las líneas de ensayo, se aumentó la concentración de la 

solución de conjugado probando 2,4,10 y 20 de DO (Figura 28), con lo cual se 
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logró mejorar la intensidad de las bandas, que pudieron observarse mejor a simple 

vista, especialmente en las condiciones de 10 y 20 de DO, seleccionando estas 

condiciones para las pruebas posteriores.  

Los resultados mostraron que el prototipo de ensayo de flujo lateral propuesto 

identifica la proteína rErns y, además, el resultado es visible a simple vista hasta 

una cantidad de 25 ng (Figura 29). Trabajos publicados de sistemas IFL que 

utilizan AuNPs como conjugado muestran que los niveles de detección obtenidos 

se encuentran en el rango de ng/mL  (D. H. Choi et al., 2010; G. Li, Wang, Li, et 

al., 2021; Zeng et al., 2009), en nuestro caso los niveles de detección obtenidos 

fueron de 25 ng en un volumen de 100 µL (250 ng/mL).  Según datos bibliográficos 

se estima que la concentración en sangre de la proteína Erns en animales PI es 

de 50.3±20.5 ng/mL (Magkouras et al., 2008). Considerando que el límite 

detectado por el prototipo elaborado se necesitaría aumentar la sensibilidad del 

IFL por lo menos 5 veces para poder llegar a los niveles de Erns que se 

encuentran en el suero de los animales PI. Existen opciones para mejorar la 

sensibilidad del IFL manteniendo su característica de lectura a simple vista como 

aumentar la cantidad de anticuerpo de captura en la línea de prueba generando, 

aumentando la cantidad de anticuerpo conjugado en la tira (Parolo et al., 2020). 

Otras alternativas publicadas son la utilización de un reactivo amplificador de 

señal como el nitrato de plata, lo cual se ha publicado aumenta los límites de 

detección (Rodríguez et al., 2016) y otra alternativa es el cambio en sistema de 

detección utilizando una partícula de oro diferente como las nanoflowers o 
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nanoshells que se ha demostrado pueden aumentar la sensibilidad hasta 10 

veces (Taranova et al., 2021; L. Zhang et al., 2015).  Otro punto importante al 

analizar la composición del prototipo de IFL elaborado, es que los anticuerpos IgY 

utilizados no fueron purificados por afinidad al antígeno para obtener un 

anticuerpo policlonal anti-Erns o anti-IgG murina, eso quiere decir que de la 

población total de anticuerpos IgY solo una parte reconocen el antígeno deseado 

(10% aproximadamente). Por lo tanto, un paso previo de purificación por afinidad 

nos permitiría obtener un anticuerpo policlonal, lo cual al ser utilizado en el sistema 

de IFL podría aumentar la captura del complejo antígeno-anticuerpo marcado 

aumentando así la sensibilidad del prototipo. Al realizar las pruebas con las 

muestras de suero bovino negativos para la prueba de detección de antígenos 

VDVB Ag/Serum Plus Kit de la empresa IDDEX en distintas diluciones, no hay 

marcaje en las líneas de prueba y solo en las líneas de control, lo que indica que 

los anticuerpos monoclonales utilizados como anticuerpos de detección no se 

estarían uniendo a otras moléculas presentes en el suero bovino. Además, Se 

observó que, al utilizar las muestras de suero las líneas de control dismunian se 

marcaje en las tiras elaboradas con una solución de conjugado con una DO menor 

a 20 y que esto se solucionaba parcialmente diluyendo las muestras de suero 

(Figura 30). Este fenómeno se puede explicar por el efecto matriz. Este concepto 

describe la matriz como todos los componentes de la muestra, menos el analito. 

Estos componentes pueden alterar el proceso analítico y afectar a la sensibilidad 

y precisión de los resultados. En este caso, componentes de las muestras de 
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suero puede estar interactuando con los anticuerpos de detección, evitando que 

se unan a sus dianas correspondientes. Una de las maneras de disminuir este 

efecto es la dilución de las muestras (Chiu et al., 2010; Minic & Zivkovic, 2020), lo 

que se encuentra en concordancia con lo observado al aumentar las diluciones 

de las muestras de suero (Figura 30). 

Con los resultados obtenidos se pudo confirmar el funcionamiento de la pareja de 

anticuerpos monoclonal e IgY anti-Erns, y que la producción de un sistema de IFL 

con estos anticuerpos es posible. Es necesario evaluar las condiciones óptimas 

que permitan un aumento de la sensibilidad y disminución del efecto matriz para 

un mejor funcionamiento del dispositivo IFL, con lo cual pueda convertirse en una 

real alternativa para la detección de animales PI por el VDVB en trabajo de campo. 
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7. CONCLUSIONES 

 

Los dispositivos de inmunoensayo de flujo lateral representan una herramienta 

relevante para la detección de moléculas especificas a partir de mezclas 

complejas, ya que cumplen con los criterios ASSURED: asequibilidad, 

sensibilidad, especificidad, facilidad de uso, rapidez, robustez, ausencia de 

equipos complejos y disponibilidad para los usuarios finales. En este estudio, se 

desarrolló un prototipo IFL basado en la combinación de anticuerpos IgY aviares 

y anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteína Erns del virus de la diarrea 

viral bovina. El prototipo diseñado demostró una capacidad de detección de hasta 

25 ng de proteína recombinante rErns a simple vista. Estos resultados respaldan 

la hipótesis del trabajo, demostrando que el ensayo IFL desarrollado, utilizando el 

par anticuerpo IgY/anticuerpo monoclonal anti-rErns, permite el reconocimiento 

específico de la proteína diana. Dado su rendimiento, el prototipo propuesto 

podría convertirse en una herramienta útil para la identificación de animales 

persistentemente infectados con VDVB en condiciones de campo. Su 

implementación contribuiría a la reducción del tiempo necesario para la 

identificación y aislamiento de animales PI, lo que, a su vez, disminuiría la 

propagación del virus y mitigaría las pérdidas económicas asociadas a esta 

enfermedad en la producción bovina. 
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8. GLOSARIO 

 

VDVB: Virus de la diarrea viral bovina. 

SAG: Servicio Agrícola y Ganadero. 

AuNPs: Nanopartículas de oro. 

ARN: Ácido ribonucleico. 

IFN: Interferón. 

PI: Persistentemente infectado. 

DVB: Diarrea viral bovina. 

CP: Citopático. 

NCP: No citopático. 

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patógenos. 

IHC: Inmunohistoquímica. 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 

RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa transcripción reversa. 

HAT: Hipoxantina-Aminopterina-Timidina 

FDA: Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos. 

PEG: Polietilenglicol 

PBS: Tampón fosfato salino 

GRAS: Generalmente Reconocido Como Seguro 

IFL: Inmunocromatografía de flujo lateral. 

LB: Luria-Bertani. 
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RPMI: Roswell Park Memorial Institute. 

DMSO: Dimetilsulfoxido. 

HRP: Peroxidasa de rábano. 

p/v: Peso/volumen. 

v/v: Volumen/volumen. 

TAE: Tris-Acetato-EDTA. 

SDS: Dodecil sulfato de sodio. 

TBS: Tampón Tris salino. 

MOI: Multiplicidad de infección 
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