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MIRIAM ALICIA. LA PRUEBA DE 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA COMO UNA ALTERNATIVA PARA LA 

SEROTIPIFICACION DEL VIRUS DE LA INFECCION DE LA BOLSA DE 

FABRICIO. (BAJO LA DIRECCION DEL M.v.z. ANGEL RETANA REYES y 

M.V.Z. JOSE ANTONIO QUINTANA LOPEZ). 

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar el 

serotipo de cepas de virus vacunales y cepas de virus aislados 

en brotes de campo de la infección de la bolsa de Fabricio, 

mediante la prueba de inmunoelectrotransferencia, se utilizaron 

aislamientos virales, obtenidos a partir de brotes de campo de 

IBF. confirmandose mediante las pruebas de histopatologia, 

virus suero neutralización, inmunofluorescencia y precipitación 

en agar. Asi mismo se analizaron cepas vacunales como 

controles. Los diferentes virus trabajados se purificaron y 

corrieron por electroforesis e inmunoelectrotransferencia. En 

cepas vacunales se detectó la presencia de dos bandas, las 

mismas que se observarón en 4 de 5 aislamientos de brotes de 

campo positivos a IBF, en uno de los cinco se observarón tres 

bandas a la prueba de .inmunoelectrotransferencia. 



:INTRODUCC:ION 

La infección de la bolsa de Fabricio (IBF) , también 

conocida como enfermedad bursal, bursitis infecciosa o 

enfennedad de Gumboro, es una enfer:medad infecciosa, aguda y de 

rápida difusión causada por un birnavirus. La IBF puede 

encontrarse virtualmente en todas las áreas del mundo donde se 

practica la avicultura intensiva (9,10,17,18,27). 

La IBF fue observada por primera vez en 1962 por Cosgrove 

en granjas avicolas cercanas a la población de Gumboro, 

Oelaware, E.U.A. y se refiere a esta enfermedad como 11 Nefrosis 

aviar 11 (S,7,18) .En México, Correa aisló un agente infecciosb 

con caracteristicas similares a las del virus de IBF en 1965, y 

en 1969 reprodujo la enfermedad en aves susceptibles. En 1972 

Lucio y col. confirmaron la presencia de la enfermedad en 

México al identificar anticuerpos contra el virus, encuesta que 

demostró que el 90% de las parvadas poseian anticuerpos 

neutralizantes contra el virus de la lBF (17). 

En cuanto a la presentación de la IBF, su difusión es 

sumamente rápida (11,17,27) y la morbilidad y mortalidad 

depende de varios factores, medio ambiente que rodea a las 

aves, predisposición genética, siendo más susceptibles las aves 

de lineas ligeras que las aves de lineas pesadas (14), edad al 

momento de la infección y cepa de virus infectante (10). 

Si las aves se infectan durante las dos primeras semanas 

de vida, la IBF cursa con un cuadro subclinico causando una 

severa inmunodepresión. Mientras más temprana sea la infección, 

la inmunod~presión sera más severa (10,17,18). La IBF ocasiona 



disminución en la respuesta inmune de tipo humoral y celular 

(27, 28) ya que el virus de IBF tiene como órgano blanco el 

tejido linfoide, afectando principalmente la bolsa de Fabricio, 

donde provoca lesiones con diversos grados de severidad (8) por 

lo cual las aves serán más susceptibles a sufrir otras 

enfermedades (virales, bacterianas, parasitarias, tóxicas, 

etc.), las reacciones postvacunales de Bronquitis Infecciosa, 

Enfermedad de Newcastle y Laringotraqueitis se tornan más 

severas, el pollo retrasa su desarrollo y disminuye la 

producción de huevo (6,10,17). La enfermedad en su presentación 

clínica ocurre en aves entre tres y quince semanas de edad (9). 

Sin embargo, se han encontrado reportes de aves que la han 

padecido a las 17 semanas de edad (14). Entre algunos signos 

clinicos las aves muestran depresión, temblores, pluma erizada 

y frecuentemente diarrea acuosa (9,10,19) 

El agente causal es un birnavirus, el cual se caracteriza 

por ser un virus desnudo d~ forma icosaédrica y con un diámetro 

que varia de 55 a 65 nm ( 10) . En relación a su composición 

quimica el virus de IBF posee doble cadena de ácido 

Ribonucleico y doble segmentación (3,11,1~) contiene 7 u 8 

proteínas en su cubierta externa, posee 92 capsómeros y exhibe 

formas filamentosas (3,7). En cuanto a sus características 

fisicas, el virus es bastante resistente al medio ambiente y a 

los agentes fisicoquimicos. Resiste temperaturas de 56 11 e -

por más de 90 minutos es igualmente resistente a la acción del 

éter, cloroformo y a los cambios de pH. El formol, los 

derivados del cloro Y. del yodo destruyen al virus (4,19). 



Se han descrito dos serotipos del virus de IBF de los 

cuales, el serotipo uno afecta al pollo y no asi el serotipo 

dos. Del serotipo uno se reportan diversos subtipos que 

difieren sero~ógicamente de la cepa prototipo (serotipo uno) 

(9,l.2,1.7), sin embargo es importante tomar en cuenta a nivel de 

campo los informes de la presencia de 11variantes 11 del virus y 

las cuales no se han reportado en México, por tanto el 

monitoreo periódico de la parvadas, el aislamiento viral y el 

uso de una prueba para la detección de estas posibles 

"variantes" del virus se vuelve necesario (9,14,22,24). Esto 

representa un problema desde el punto de vista clinico y de 

diagnóstico de laboratorio al no contar actualmente en México 

con una prueba que nos permita diferenciar entre un virus 

aislado de casos de campo y un virus vacuna!. 

Dentro de la metodologia para la serotipificación de un 

virus se cuenta con la prueba de seroneutralización y la prueba 

de inmunoelectrotransferencia (2). 

La prueba de inmunoelectrotransferencia se ha utilizado en 

la determinación de antígenos que son capaces de estimular la 

formación de anticuerpos especificas contra cada epitope del 

antigeno viral. Esta prueba se basa en el principio de la 

separación de proteínas mediante el método de electroforesis en 

gel de acrilamida (22) posteriormente su transferencia a papel 

de nitrocelulosa, el cual es embebido en anticuerpos 

específicos contra los ar.tigenos a estudiar 

(1,2,8,13,16,20,21,24), esta prueba permite el diagnóstico, 

caracterización genómica y comparación de aislamientos 
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individuales, por lo que constituye una técnica valiosa para 

estudios moleculares y epidemiológicos de 1nfeccion9s (26,28) 
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individuales, por lo que constituye una técnica valiosa para 

estudios moleculares y epidemiológicos de infecciones (26,28) 
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HXPOTESIS: 

Mediante la prueba de inmunoelectrotransferencia se · pu,e.de 

realizar la serotipificación de cepas de 

cepas de virus de campo de la IBF. 

OBJETIVO: 

Determinación de los serotipos 

virus vacu~al!'!~-_--y __ 

de cepas de virus 

vacunales y cepas de virus aislados en brotes de campo de IBF 

mediante la prueba de inrnunoelectrotransferencia. 



KATERrAL Y HBTODOB 

Se utilizarán cinco muestras de virus de IBF cuyo 

serotipo era desconocido, procedentes de aislamientos de brotes 

de campo, las cuales fueron sometidas a las siguientes pruebas: 

histopatologia, virus suero neutralización, inmunofluorescencia 

y precipitación en agar ( 10, 15, 29) resultando positivos los 

cinco aislamientos. Se utilizaron a las cepas vacunales 

Luckert, D-78, PBG-98 y 1284 de IBF como controles positivos y 

como control negativo se utilizó Buffer de muestra. 

Todas las muestras se purificaron y procesaron para la 

extracción de la proteina y del ARN mediante el siguiente 

método: 

a.Resuspender en tubos Eppendorf 1 ml de muestra en buffer de 

muestra al 20 % agitándose con Vortex. 

b.Clarificar por centrifugación a 15,000 rpm durante 10 

minutos. 

c. Del clarificado obtenido se tomó ml agrgandole 1 ml de la 

siguiente solución: ClLi 1 M, sos 2 % y EDTA pH. 7. 8 20 mM, 

agitándose con Vortex. 

d.Incubar a 55'C durante 15 minutos. 

e. Agregar 2 ml de una mezcla de partes iguales de fenol­

cloroformo, agitándose con Vortex. 

f.Incubar a 55'C durante 15 minutos. 

g.centrifugar a 15,000 rpm durante 15 minutos. 

h.Transferir la fase acuosa superior a otro tubo evitando tocar 

la interfase. 

i.Para precipitar el ARN agregar 2 volümenes de etanol frio. 
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j.Conservar durante 2 horas a -7o;c. 

k. Centrifugar enseguida durante 15 minutos a 15, 000 rpm, en 

frio (4 •e) 

! .Retirar el sobrenadante con pipeta Pasteur y para secar el 

sedimento se colocaron los tubos destapados al vacio. 

m.Los sedimentos se resuspendieron en 90 ml de agua destilada y 

10 ml de buffer de siembra. 

n.Las muestras se colocarón en el gel de acrilamida con 

micropipeta. 

Una vez procesadas las muestras se corrieron por 

electroforesis en gel de acrilamida siguiendo la técnica 

descrita por Laernmli (16) con las siguientes modificaciones: 

1.- La concentración de acrilamida fue de J % para el gel de 

inserción, 7.5 % y 15 % para el gel de separación. 

2.- El miliamperaje (ma). empleado fue de 30 y un tiempo de 

corrido de 18 a 20 horas. 

Se corrieron dos geles de acrilamida simultáneamente uno 

de ellos se tiñó con la solución de Azul de Coomasiue y etanol, 

permaneciendo 24 horas en tinción, para posteriormente ser 

desteñido con la solución decolorante la cual consistió en 

metanol 4 o % , ácido acético 10 % y agua desionizada 50 % • Con 

el otro gel se realizó la prueba de inmunoelectrotransferencia, 

este método consistió en transferir las proteinas del gel al 

papel de nitrocelulosa. Para lo cual se construyó un 11 sandwich 

" utilizando una placa de metal sobre la que se colocó una 

fibra sintética de nylon, posteriormente se deposito papel de 

nitrocelulosa y gel de acrilamida se puso sobre lo anterior una 
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fibra sintética de nylon y una placa de metal; Todo se mantuvo 

unido firmemente con la ayuda de ligas ele hule. El 11 sa.ndwich" 

se sumergió en un recipiente con la siguiente solución 

amortiguadora: o.os mM Nacl, 2 mM Na- EDTA y 10 mM Tris-HCl pH 

7 para transferir las proteinas el 11 sandwich 11 se colocó en la 

cámara de electroforesis y se hizo pasar una ·corriente de 2 ma 

durante horas teniendo cuidado de que el papel de 

nitrocelulosa quedara s~bre el gel y del lado de ánodo. Una vez 

realizada la transferencia el papel de nitrocelulosa se embebe 

en una solución con antisuero contra IBF especifico para cada 

cepa con una dilución 1/10, se incuba a 37°C durante 30 

minutos, se lava el papel y se le agrega un conjugado 

antigamaglobulina de pollo para revelar las bandas de proteina. 

Los antisueros empleados fueron: 

a) Antisuero contra cepa Luckert.* 

b) Antisuero contra cepa o-78.• 

c) Antisuero contra cepa PBG-98.• 

•Los antisueros y la antigamaglobulina de pollo fueron donados 

por la industria privada. 

La lectura de las muestras de virus procesadas en la 

prueba de electroforesis e inrnunoelectrotransferencia se 

realizó por comparación de aquellos antigenos presentes en las 

cepas control, frente a los antigenos detectados de los virus 

aislados de brotes de IBF de campo. 

~ il~E 
~ll! l\Ti.f:~ 
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RESULTADOS 

Las cepas de virus de IBF que se trabajaron, fueron aisladas en 

cultivo de tejidos y estas inocul.adas a pollos de dos semanas 

de edad reaislandose el virus en cultivo de tejidos y 

confirmandose el diagnostico mediante las pruebas de virus 

suero neutralización, inmunofluorescencia, histopatologia y 

precipitación en agar Las muestras con las que se trabajo se 

identificaron como Vl (Virus vacunal cepa Luckert) , V2 (Virus 

vacuna! cepa D-78), V3 (Virus vacunal cepa PBG-98}, V4 (Virus 

vacuna! cepa 1284), C-(control negativo), CCl, cc2, CCJ, CC4 y 

CC5 (aislamientos de virus de IBF de brotes de campo) . Los 

aislamientos en la prueba de electroforesis en gel de 

acrilamida nos muestran que el ARN genómico del virus de IBF. 

presenta dos bandas, las cuales se observan en las cuatro cepas 

vacunales, una migración similar de bandas, se observó en 

cuatro de los cinco aislamientos de virus de campo (cuadro 1) 

El aislamientos identificado como CC4 proveniente de una 

parvada de gallinas Leghorn do 17 semanas de edad, sin historia 

·de vacunación contra IBF. que presentaban un cuadro clinico de 

uratosis severa, titules en la prueba de VSN mayores de 1:20480 

y una hiperplasia de bolsa de Fabricio con exudado, al ser 

anlaizado en la prueba de electroforesis en gel de acrilamida 

se encontró que presentaba 3 bandas, las dos primeros siguieron 

un patrón de migración similar a las de las cepas vacunales, 

pero la tercer banda no se detecto en ninguno de los otros 

aislamientos. 

Al realizar la prueba de inmunoelectrotransferencia con 
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los 8ntisueros especificas se encontró que esta cepa no 

correspondia a ninguno de los antisueros con los que se trabajo 
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orscusroN 

En el capitulo de Introducción se mencionó la importancia 

del impacto que tiene la IBF, asi corno la necesidad de contar 

con una prueba para realizar la serotipificación viral. 

En cuanto a los resultados obtenidos las cepas vacunales y 

aisladas a partir de brotes de campo concuerdan con lo descrito 

por Jackwood (12), las bandas obtenidas mediante la prueba de 

el~ctrof oresis en gel de acrilamida pueden corresponder a 

proteinas de la nucleocapside capaces de inducir la producción 

de anticuerpos. 

El aislamiento identificado como CC4, presentó tres 

bandas, las dos primeras con migración similar a las cepas 

vacunales la tercera banda que presentó este virus no se 

observa en la migración de bandas de los virus vacunales ni en 

los otros aislamientos. Lo que puede deberse a que este virus 

presenta modificaciones en cuanto a sus proteinas y péptidos 

que le dan caracteristicas diferentes a las cepas vacunales y 

de los otros aislamientos realizados, o bien que la muestra se 

encontrara contaminada con otro virus que se replicara en bolsa 

de Fabricio como pudiera ser el virus de la Leucosis aviar y 

por tanto manifestar un patrón de miqración diferente 

presentando una tercera banda en electroforesis en gel de 

acrilamida, pero hay que considerar que esta muestra fue 

tratada con antisueros especificas contra el virus de IBF en la 

prueba de inmunoelectrotransf erencia y se detecto una reacción 

positiva, al igual que se identifico en las pruebas de 

inmunofluorescencia, precipitación en agar, histopatologia y 



13 

virus suero neutralización, asi mismo se logro reaislar el 

agente, a partir de animales inoculados con el virus, lo que 

nos permitía reconocer que el agente con el cual se trabajo es 

virus de IBF pero que presenta caracteristicas especiales, ya 

que este virus es capaz de inducir una infección crónica y 

persiste en las aves entre las 16 y 18 semanas de edad, se debe 

recordar que la bolsa de Fabricio comienza su involución entre 

la 10 y 12 semana de edad, la historia clinica del brote de 

campo de IBF ·de donde se aisló este virus, identificado como 

CC4, nos presenta un cuadro clinico con lesiones a la necropsia 

sugestivas a IBF, titulas en la prueba de virus suero 

neutralización mayores de 1; 20480 y la pervada no presentaba 

ningUn antecedente de vacunación contra IBF 

En este trabajo se observó que la prueba de 

inmunoelectrotransferencia puede ser utilizada para determinar 

si los virus aislados a partir de brotes de campo corresponden 

a cepas vacunales o bien se trata de un virus de campo. 
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cuadro 1. 

V1 V2 V3- V4 e- CC1 CC2 cc3 '.- cc4 -ces _ 
-----------~~--------------------------------------------~--

-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-. 

RESULTADOS OBTENIDOS EN GEL DE ACRILAMIDA POR EL METODO DE 

ELECTROFORESIS. 

V1=Virus vacuna!, cepa Luckert. 

V2=Virus vacunal, cepa D-78. 

V3=Virus vacunal, cepa PBG-98. 

V4=Virus vacunal, cepa 1284. 

e-= Control negativo. 

ccr,cc2,cc3,cc4 y cCS=Virus aislados a partir de brotes de 

campo. 

------=Bandas presentes en gel de acrilamida • 
• -.-.-=Linea de Boratos 
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a) CAMARA DE ELECTROFORESIS.-

b) GEL DE ACRILAMIDA. 

e) TRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA. 

d) PROCESO CON ANTISDEROS ESPECIFICOS CONTRA IBF . 

. 
. 

' 

-·-- -~····'~·-1~·~::.~~-' 
'iii~'j ~! 
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