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Lista de Abreviaturas  

ADN: Ácido Desoxirribonucleico  

ARN: Ácido ribonucleico 

BSA: Albúmina de suero bovino (del inglés Bovine Serum Albumin) 

CAV: Virus de anemia de pollos (del inglés Chicken Anemia Virus) 

CEF: Fibroblasto de embrión de pollo (del inglés Chicken Embryo Fibroblast) 

CVI988: Cepa viral vacunal MDV-2 atenuada, aislada en Instituto Veterinario 

Central (del inglés Central Veterinary Institute) cepa proveniente de la gallina 

988 de la que fue aislada. 

CST: Configuración y seguimiento del citómetro (CST del inglés Cytometer 

Setup and Tracking) BD Becton Dickinson® en el software BD FACSDiva v6. 

Evalúa la precisión del instrumento que a su vez permite determinar la 

sensibilidad de la resolución del citómetro. 

DF-1: Línea celular fibroblasto de pollo (UMNSAH/DF-1) ATCC CRL-12203. 

DMEM: Medio de cultivo águila modificada de Dulbecco (del inglés Dulbecco's 

Modified Eagle Medium). 

DPBS: Solución salina taponada con fosfato de Dulbecco responsable de 

mantener el medio cultivo en el rango de pH 7.2-7.6 (del inglés Dulbecco's 

Phosphate Buffered Saline). 

FACS: Clasificación de células activadas por fluorescencia. 

FAPP: Presión positiva de aire filtrado (del inglés Filtered-Air Positive 

Pressure). 
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FSC: Archivo Estándar de Citometría de Flujo (del inglés Flow Cytometry 

Standard). 

 g: gravedades. 

GaHV-2: Cepa Herpesvirus Gallid 2. 

GaHV-3: Cepa Herpesvirus Gallid 3. 

GFP: Proteína Fluorescente Verde (del inglés Green Fluorescent Protein). 

HPRS: Estación de Investigación Avícola en Houghton (del inglés Houghton 

Poultry Research Station). 

HVT: Herpes virus de Pavo (del inglés: Herpesvirus Turkey). 

h.p.i.: Horas post infección. 

IBDV: Virus de la enfermedad de la bursa Infecciosa. (del inglés Infectious 

Bursal Disease Virus). 

IgY: Inmunoglobulina Y. 

MeHV-1: Cepa Meleagrid Herpesvirus 1 o HVT. 

MD: Enfermedad de Marek (del inglés Marek’s Disease). 

MDV: Virus de la enfermedad de Marek. 

MDV-1: Virus de la enfermedad de Marek serotipo 1. 

MDV-2: Virus de la enfermedad de Marek serotipo 2. 

MOI: es la proporción de agentes (virus) y objetivos de infección (células) (del 

inglés Multiplicity of infection). 

LMH: Línea celular epitelial de hígado de pollo ATCC CRL-2117. 
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LTV: Virus de laringotraqueitis (del inglés Laryngotracheitis Virus). 

NDV: Virus de la enfermedad de Newcastle (del inglés Newcastle Disease 

Virus). 

NMS: Suero normal de ratón (del inglés Normal Mouse Serum) 

rHVT-GFP: Virus recombinante de HVT y GFP. 

rHVT-IBDV: Virus recombinante de HVT y IBDV. 

rHVT-NDV: Virus recombinante de HVT y NDV. 

rHVT-LTV: Virus recombinante de HVT y LTV. 

SPF: Se utiliza para describir a un animal de experimentación con la 

característica de ser Libre de Patógenos Específicos (del inglés Specific-

pathogen-free). 

FA: Formaldehído  

TCID50: Se define como el logaritmo de la dilución del virus que produce 

efecto citopático en el 50% de los cultivos celulares (del inglés Median Tissue 

Culture Infectious Dose). 
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Resumen  

El Herpes Virus de Pavo (HVT), utilizado como cepa vacunal para la enfermedad 

de Marek (MD) y vector para diversas vacunas recombinantes, es producido en 

cultivos celulares. Durante la elaboración de la vacuna el monitoreo de la 

infección es de gran importancia para caracterizar u optimizar los procesos de 

producción. Una de las principales técnicas para este fin es el PCR en tiempo 

real (RT-PCR); sin embargo, esta técnica evalúa tanto partículas infectivas como 

no infectivas. Las técnicas capaces de superar estas limitantes, como el TCID50 

y el ensayo de placa, no suelen usarse para el monitoreo, pues demoran hasta 

7 días para obtener resultados. Considerando estas limitaciones el objetivo de 

este trabajo fue desarrollar un protocolo que permita detectar células infectadas 

en 24 horas, a través de citometría de Flujo. El protocolo desarrollado, basado 

en la detección intracelular de proteínas virales mediante el uso del antisuero 

MDV, ha mostrado ser específico para células infectadas y ha sido capaz de 

detectar el incremento de éstas durante el periodo de cultivo. Con la finalidad de 

confirmar que el protocolo no esté subestimando o sobrestimando el porcentaje 

de células infectadas, células DF-1 fueron infectadas con un virus recombinante 

(rHVT) que expresaba la proteína verde fluorescente (HVT-GFP). 

Posteriormente evaluamos el porcentaje de células infectadas utilizando el 

protocolo desarrollado y paralelamente evaluamos el porcentaje detectado a 

través de la expresión de GFP. Mediante la correlación de Spearman 

observamos una alta correlación (r= 0.93; p=0.011) entre ambos resultados. En 

conclusión, el protocolo desarrollado es capaz de detectar proteínas virales 

intracelulares durante el proceso de infección. 

Palabras clave: HVT, células DF-1, monitoreo de la infección, citometría de flujo. 
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Abstract 

Turkey Herpes Virus (HVT), used as a vaccine strain for Marek's disease (MD) 

and vector for various recombinant vaccines, is produced in cell cultures. During 

vaccine preparation, infection monitoring is of great importance to characterize 

or modify production processes. One of the main techniques for this purpose is 

real-time PCR (RT-PCR); however, this technique evaluates both infectious and 

non-infectious particles. Techniques for overcoming these limitations, such as 

TCID50 and plaque testing, do not usually have frequency for monitoring, as they 

take up to 7 days to obtain results. Considering these limitations, the objective of 

this work was to develop a protocol that allows to detect infected cells in 24 hours, 

through flow cytometry. The protocol developed, based on the intracellular 

detection of viral proteins using the MDV chicken serum, has proven to be specific 

for infected cells and has been able to detect the increase in variations during the 

culture period. With the determination to confirm that the protocol is not 

underestimating or overestimating the percentage of infected cells, DF-1 cells 

were infected with a recombinant virus (rHVT) that expressed the green 

fluorescent protein (HVT-GFP). Subsequently, it evaluates the percentage of 

infected cells using the protocol developed and, in parallel, evaluates the 

percentage detected through GFP expression. Through Spearman's correlation, 

we observed a high correlation (r = 0.93; p = 0.011) between both results. In 

conclusion, the protocol developed can detect intracellular viral proteins during 

the infection process. 

Keywords: HVT, DF-1 cells, infection monitoring, flow cytometry. 
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I. INTRODUCCIÓN  

La enfermedad de Marek (MD) cuyo agente etiológico es el virus de la 

enfermedad de Marek serotipo 1 (MDV-1), es una enfermedad linfoproliferativa 

en pollos de engorde. Esta enfermedad es causante de grandes pérdidas en la 

cría comercial, afectando seriamente a la industria avícola (Rong et al., 2014; 

Boodhoo et al., 2016). 

El principal mecanismo de prevención contra MD es la vacunación (Reddy, 

1996). Actualmente, se usan tres cepas de vacunas de herpesvirus, entre ellas 

el herpesvirus de pavo (HVT) no patogénico en pollos, pero antigénicamente 

relacionado con MDV1. Este virus es también usado como vector de vacunas 

recombinantes para inducir la protección contra MD y otras enfermedades 

aviares infecciosas (Sadigh et al., 2018). 

La producción de vacunas, se realizan a través de la infección de líneas celulares 

con el HVT (Rong et al., 2014), pues depende de la maquinaria celular para 

poder replicar y producir nuevos viriones (Schat, 2016) El éxito de este proceso 

depende de la eficacia de la infección del virus, por lo que esta debe ser 

monitoreada en diferentes tiempos claves para la infección, para que no existan 

variaciones significativas entre los lotes durante la producción de vacunas. 

Actualmente, la eficacia de la infección se determina por diferentes técnicas, 

siendo la técnica de PCR cuantitativa (qPCR) la más rápida y que cuantifica la 

concentración de ADN o ARN viral (Hoeksema et al., 2018). La limitante de esta 

técnica es que no es capaz de diferenciar entre virus infectivos de no infectivos, 

sobreestimando los resultados. La técnica de TCID50 y el ensayo de placa son 

capaces de superar estas limitantes, sin embargo, estas técnicas no son 
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utilizadas para el monitoreo pues demoran hasta 7 días para obtener resultados 

(Dilnessa y Zeleke, 2017) (Anexo 1). 

La citometría de flujo es una técnica capaz de superar estas limitantes, ya que 

mediante la evaluación célula a célula y la detección de antígenos virales, es 

posible determinar el porcentaje de células infectadas (McSharry, 2000), además 

de ser un proceso automatizado, toma menos de 24 horas para obtener 

resultados (Anexo 1 y 2). 

El objetivo del estudio fue desarrollar un protocolo que nos permita detectar el 

porcentaje de células infectadas por HVT mediante citometría de flujo, para ello 

se realiza la fijación, permeabilización, marcado y adquisición de células DF-1 

infectadas con HVT, al citómetro de flujo. 

Además, con la finalidad de confirmar que el protocolo desarrollado no esté 

subestimando o sobreestimando el porcentaje de células infectadas, células DF-

1 fueron infectadas con un virus recombinante (rHVT) que expresaba la proteína 

verde fluorescente (HVT-GFP), así las células infectadas expresaran la proteína 

reportera, detectando por citometría de flujo el porcentaje de células infectadas, 

a la par estas células fueron sometidas al protocolo desarrollado. Esto nos 

permitió comparar el porcentaje de células infectadas detectadas por la 

expresión de GFP y el porcentaje de células infectadas detectadas por el 

protocolo aquí desarrollado. 
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II. MARCO TEÓRICO 

II.1. Enfermedad de Marek (MD) 

Esta enfermedad fue descrita por primera vez por Josef Marek en 1907, 

inicialmente como una enfermedad inflamatoria que afectaba solo a aves viejas, 

con una baja mortalidad. En las décadas posteriores investigadores de Europa y 

Estados Unidos describieron esta enfermedad con signos clínicos cada vez más 

graves y con un índice de mortalidad cada vez más alto (Atkins et al., 2011). Fue 

a finales de la década de 1950 que se reportó la naturaleza predominantemente 

neoplásica de MD. En 1960 con el crecimiento de la industria avícola, esta 

enfermedad fue intensamente diseminada, matando aves jóvenes con una tasa 

de mortalidad, de más del 30% convirtiéndose en un problema mundial (Charlton 

y Bermudez, 2006). 

Las principales características de la MD son los trastornos neurológicos, la 

inmunosupresión y la transformación neoplásica de las células T, localizadas 

alrededor de los nervios periféricos y los órganos viscerales de las aves (Torres 

et al., 2019), afectando a aves jóvenes y causando mortalidad muy alta. 

A lo largo del tiempo se ha demostrado que el principal mecanismo de 

prevención contra MD es la vacunación (Reddy, 1996); lo que ha llevado al uso 

generalizado de una gran variedad de vacunas entre atenuadas y 

recombinantes, sin la vacunación preventiva MD podría generar grandes 

pérdidas en la cría comercial, afectando seriamente a la industria avícola (Rong 

et al., 2014; Boodhoo et al., 2016). La industria avícola, como es conocida hoy, 

no se podría desarrollar sin un apropiado control de la enfermedad de Marek. 

  



 

11 

 

II.2 Virus de la enfermedad de Marek (MDV) 

La enfermedad de Marek es causada por el virus de la enfermedad de Marek 

(MDV) o herpesvirus de gallo 2 (GaHV-2), es un alfa-herpesvirus altamente 

oncogénico, que causa supresión inmune, linfomas malignos de células T y 

trastornos neurológicos en pollos (Calnek, 2001). 

GaHV-2 o MDV -1 pertenece al género Mardivirus. Dentro de este encontramos 

también al GaHV-3, un herpesvirus no oncogénico también conocido como MDV-

2, y herpesvirus de pavo 1 (HVT) o herpesvirus Meleagrid tipo 1 (MeHV-1), 

anteriormente conocido como MDV-3. Otra forma de clasificar a los MDV es en 

relación con las tasas de mortalidad y morbilidad en animales inoculados así esta 

se ha propuesto cinco patotipos de MDV: atenuado (a), levemente virulento (m), 

virulento (v), muy virulento (vv) y muy virulento más (vv+) (Witter, 1997). 

II.3 Vacunas contra la MD 

A finales de la década de 1960 se aisló el virus de la enfermedad de Marek 

(MDV), de inmediato se desarrolló una vacuna. Biggs y sus colaboradores en la 

Estación de Investigación Avícola en Houghton (HPRS) Inglaterra, atenuaron el 

virus HPRS-16, mediante pasajes en cultivos celulares de riñón de pollo (Schat, 

2016). Aunque la cepa HPRS-16 fue la primera vacuna disponible 

comercialmente, nunca llegó a ser ampliamente utilizada, pues fue sustituida 

pronto por HVT cepa FC126 esta es una vacuna proveniente del herpesvirus de 

pavos, similar antigénicamente, pero inocua en pollos, que fue desarrollada por 

Witter y colaboradores (1997). 

Rispens del Instituto Veterinario Central (CVI) desarrolló una tercera vacuna 

junto a su colaborador, Maas, este había encontrado parvadas comerciales de 
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pollos con anticuerpos contra MDV pero sin la enfermedad. Posteriormente, él 

aisló una cepa de GaHV-2, de muy baja patogenicidad, de la gallina 988. Este 

aislamiento se convirtió en la vacuna CVI988 utilizada sobre todo en Europa, 

Australia, Sudamérica y Asia (Gimeno, 2008). 

Durante la década de los 1970s, se dió un cambio de virulencia entre las cepas 

de MDV, cuando pollos vacunados con HVT sufrieron con mayor incidencia 

lesiones por el MDV. La vacuna HVT ya no era totalmente protectora contra 

algunas nuevas cepas de campo emergentes. Para esta nueva cepa, se cambió 

la estrategia de vacunación y se introdujeron vacunas bivalentes que incluían 

HVT y cepas de GaHV-3 no oncogénicas naturales (HVT+ MDV-2 cepa SB-1), 

esta última aislada por Schat y Calnek en 1970 (Schat, 2016). La incorporación 

de estas cepas mejoró la protección contra las cepas emergentes muy virulentas.  

No se notificó evidencia de MD en parvadas vacunadas con CVI988 durante la 

década de 1980. Sin embargo, durante la década de 1990 hubo una incidencia 

significativa de MD en parvadas vacunadas con vacunas bivalentes (EE. UU.) y 

con CVI988 (Europa, Australia, Sudamérica y Asia). Esto sugirió que se había 

producido un cambio adicional en la virulencia. En los Estados Unidos, la 

aplicación de la vacuna CVI988 ha sido una solución al problema desde 

entonces. En países que ya usaban CVI988, el uso de vacunas polivalentes (las 

cuales abarquen GaHV-1, 2 y 3), la revacunación, la mejora de las técnicas de 

vacunación y un mejor control de otras enfermedades inmunosupresoras han 

sido las estrategias adoptadas para controlar la MD (Gimeno, 2008). 
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II.4. HVT 

El herpesvirus de los pavos (HVT) es un alfa-herpesvirus aislado en pavos en 

1970, momento desde el cual es usado como vacuna contra la MD debido a la 

que es antigénicamente parecido a la MDV (Afonso et al., 2001). 

Tabla 1: Clasificación taxonómica de Herpesvirus de Pavo (HVT) o Meleagrid 
Alfaherpesvirus 1(MeHV-1) (NCBI:txid37108). 
 

Herpesvirus de Pavo (Meleagrid Alphaherpesvirus 1) 

Superreino: Virus 
Orden: Herpesvirus 
Familia: Herpesviridae 

Subfamilia: Alfaherpesviridae 
Género: Mardivirus 

Especie: Meleagrid Alphaherpesvirus 1 

 

 
Anteriormente, HVT se ha denominado como MDV-3, en la actualidad, HVT se 

clasifica como una cepa de virus diferente, Meleagrid Alphaherpesvirus 1 

(MeHV-1), que junto con el Gallid herpesvirus 2 (MDV-1 o GaHV-2) y el Gallid 

herpesvirus 3 (MDV-2 o GaHV-3) (Figura 1) forman el género Mardivirus 

(Gimeno et al., 2016). 

 

 

 

Figura 1: Árbol filogenético del género Mardivirus, basado en 31 genes ortólogos de 
genomas de virus alfaherpes aviares (Hughes y Rivailler, 2007). GaHV-2 causante de MD cepas 
vacunales como cepas infecciosas se hallan juntas, mientras que GaHV-3 y MeHV-1 virus 
semejantes usados como vacunas se hallan alejados. 
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El HVT se ha utilizado con éxito como vacuna contra la MD por más de 40 años, 

ya sea solo (en pollos de engorde), o en combinación con vacunas de otros 

serotipos (para pollos de engorde, gallinas reproductoras y de postura). 

HVT no es patógena en los pollos, pero sí induce una viremia que se asocia con 

la inducción de respuestas inmunitarias protectoras contra la MD. HVT es 

considerado como uno de los vectores más potentes para las vacunas vivas 

polivalentes induciendo protección contra una serie de enfermedades aviares 

debido a su versatilidad y la seguridad en la administración in ovo o subcutánea 

en criaderos (Swayne, 2009). 

En los últimos años, se han desarrollado varias vacunas con HVT como vector, 

demostrando ser un vector muy conveniente en el desarrollo de vacunas 

recombinantes (Cronenberg, 1999; Liu et al., 2019). Varias vacunas rHVT tienen 

licencia en los Estados Unidos, como la rHVT con insertos de la enfermedad de 

la Bursa infecciosa (rHVT-IBDV) (Darteil et al., 1995), el virus de la enfermedad 

de Newcastle (rHVT-NDV) (Sondermeijer et al., 1993) y de la laringotraqueitis 

infecciosa (rHVT-ILT) están disponibles comercialmente y se usan ampliamente 

(Gimeno et al., 2016). 

II.5. Producción de vacunas HVT y rHVT. 

Como todos los herpesvirus, el HVT (MeHV-1) está estrictamente asociado a las 

células (Boodhoo et al., 2016) es decir la mayor cantidad de estos permanece 

en su interior, hallando muy bajas cantidades en el medio extracelular por lo que 

es necesario su mantenimiento en cultivos celulares (Schat, 2016).  

Solo unas cuantas líneas celulares, como la línea celular DF-1, son ampliamente 

usadas para la propagación y mantenimiento de cepas vacunales contra MD 
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(Sadigh, 2018; Rong et al., 2014). Las DF-1 al ser células resistentes y de fácil 

cultivo pueden ser usadas para la propagación de los tres serotipos de MDV 

(Swayne, 2011), especialmente para HVT y rHVT. 

DF-1 es una línea celular continua, inmortalizada espontáneamente de células 

de fibroblasto de embrión de pollo (CEF del inglés “Chicken Embryo Fibroblast”) 

extraídas de huevos de la línea “East Lansing” (ELL-0) de 10 días. 

Las células DF-1 no albergan ningún virus endógeno conocido, además de 

presentar una uniformidad en su cultivo tanto en suspensión como en adherencia 

(Rekha et al., 2019), lo que la hace propicia para cultivos a gran escala con la 

finalidad, ya sea, de expresar proteínas recombinantes o la producción de virus 

y virus recombinantes (Kim et al., 2001). 

II.6. Monitoreo de la producción virus 

El sistema de producción basado en el cultivo de células animales para la 

propagación de virus debe realizarse tomando en cuenta las reglamentaciones 

de Buenas Prácticas de Fabricación / Buenas Prácticas de Laboratorio. 

Los procesos de producción de virus tienen un tiempo de duración establecido 

por la propia naturaleza del virus, ya sea en pequeña o gran escala. Durante 

estos procesos, se debe evaluar la correcta generación de virus en diversos 

tiempos post-infección como parte del monitoreo, para que no existan 

variaciones significativas entre los lotes durante la producción de las vacunas 

(Romanova, 2017). 

El monitoreo rutinario de la producción de virus vacunales como el virus de la 

influenza, los cuales son también propagados en células, se realiza por métodos 

enzimáticos esto en la producción a gran escala (Kalbfuss et al., 2008), mientras 
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que la estimación de proteínas y material genético viral, así como la 

cuantificación del virus, se usan de manera rutinaria para caracterizar los 

métodos de procesamiento a pequeña escala (Nayak y Reichl, 2004). 

En el caso de la producción de cepas vacunas contra la enfermedad de Marek 

incluidas HVT y rHVT, la adaptación de protocolos a pequeña escala es 

rutinariamente evaluado por ensayo de placa TCID50, DICC50, PCR, qPCR, 

(Jaikumar et al., 2001; Li y Schat, 2004; Rong et al., 2014) 

Sin embargo, para procesos a gran escala los ensayos de dosis infecciosa 50 de 

cultivo de placa o tejido (TCID50) y el ensayo de placa requieren de mucho 

tiempo en tener resultados (aproximadamente 1 semana) (Schulze-Horsel et al., 

2008), en general se evita usar métodos que consumen mucho tiempo, para el 

monitoreo de rutina de muestra extraídas de procesos a mediana o gran escala 

en la producción de vacunas (Nayak y Reichl, 2004). 

En comparación con estos métodos tradicionales, un método de qPCR tiene 

muchas ventajas, que incluyen rapidez, medición cuantificable, mayor 

sensibilidad, mayor especificidad y facilidad de estandarización (Jang, 2011). Es 

por esto que es el método más comúnmente usado para el monitoreo rutinario 

en empresas dedicadas a la producción de vacunas como FARVET S.A.C. sin 

dejar de lado los métodos tradicionales. 

En busca de un método rápido que brinde información sobre procesos celulares 

durante la infección viral, importantes para la optimización, se recurre al 

monitoreo de cultivos mediante la citometría de flujo. Este, ha demostrado ser 

una herramienta valiosa para investigar las influencias de las condiciones de 

cultivo celular y sus variaciones en el proceso de replicación y el rendimiento del 
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virus (Nordstrom et al. 1999; Logan et al., 2019), usando como indicador la 

detección del porcentaje de células infectadas en determinados tiempos de la 

infección. Este es un proceso factible de implementar como método de monitoreo 

por su automatización, reproducibilidad y estandarización según lo recomendado 

en las pautas de tecnología analítica de procesos (PAT) de la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) (Schulze-Horsel et al.,2008). 

II.7. Citometría de flujo  

La citometría de flujo es un instrumento complejo que mide múltiples 

características físicas (tamaño, granularidad, etc.) y de fluorescencia de una sola 

célula, siendo estas derivadas de anticuerpos o colorantes asociados a 

moléculas fluorescentes. Todos estos datos obtenidos son tomados como 

parámetros para analizar y diferenciar las células (Macey, 2010; Wilkerson, 

2012). 

El principio subyacente de la citometría de flujo está relacionado con la 

dispersión de la luz y la emisión de fluorescencia, que ocurre cuando la fuente 

de excitación (el rayo láser) es dirigido hacia las células o partículas mientras 

estas fluyen en suspensión (Figura 2). La dispersión de la luz está directamente 

relacionada con las propiedades estructurales y morfológicas de la célula, 

mientras que la emisión de fluorescencia es proporcional a la cantidad de sonda 

fluorescente unida a la célula (Macey, 2010). 
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Figura 2: Principio de funcionamiento subyacente a un citómetro de flujo. La muestra con 
células es envuelta por el fluido de Sheath, para ser alineadas (enfoque hidrodinámico), de esta 
manera son incididas por el láser, generando una autofluorescencia y una fluorescencia 
proveniente de los fluoróforos incorporados a la muestra (Adan et al., 2016). 

 

Un citómetro de flujo se compone de tres sistemas principales: fluídico, óptica 

(excitación y recolección), una red electrónica (detectores) y una computadora 

(Figura 3). 

El sistema fluídico es responsable de dirigir el líquido que contiene a las células 

o partículas a la fuente de luz enfocada (láser). El sistema óptico produce la 

excitación de la fuente de luz y enfoca en la fuente de luz a las células o 

partículas, al mismo tiempo este sistema mediante recolectores transmite la 

dispersión de luz o luz fluorescente hacia la red electrónica. Por último, la red 

electrónica detecta la señal y la convierte en datos digitales que son 

proporcionales a la intensidad de la luz y estos datos son analizados en la 

computadora acoplada a este sistema (Shapiro, 2004; Wilkerson, 2012). 
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Figura 3: Componentes de un citómetro de flujo. El sistema fluídico mediante el enfoque 
hidrodinámico enfila las células hacia el láser, a través del lente, incidiendo sobre la célula. Esta 
luz rebota de las células y son colectados por dos filtros uno va directamente hacia el detector 
FSC y el otro hacia SSC. Las señales fluorescentes incorporadas a las células son captadas de 
acuerdo a su longitud de onda por un espejo y un filtro, hacia los PMT de donde las señales son 
enviadas al computador (Adan et al., 2016). 

 

Existen dos tipos diferentes de citómetro de flujo, nombrados como: no 

clasificadores y clasificadores. Ambos poseen la capacidad de detectar la 

dispersión de luz y emisión de fluorescencia, sin embargo, los del tipo 

clasificadores conocidos como FACS tienen la capacidad de separar células 

marcadas con una determinada fluorescencia de una población de células mixtas 

(Wilkerson, 2012). 

En tanto a las aplicaciones clínicas e industriales de la citometría de flujo, la 

detección de antígenos ubicados en la membrana, citoplasma o núcleo de la 

célula, son las más utilizadas. Además, las células enteras y los componentes 

celulares como orgánulos, núcleos, ADN, ARN, cromosomas, citocinas, 

hormonas y proteínas también pueden investigarse mediante citometría de flujo. 
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En tanto protocolos funcionales de las células, el análisis de la proliferación 

celular, el ciclo celular, las mediciones del flujo de calcio y los potenciales de 

membrana son métodos ampliamente desarrollados para citometría de flujo 

(Wlodkowic et al., 2012). 

II.8. Agrupamiento de datos en citometría de flujo 

II.8.1. Detección de células infectadas por citometría de flujo 

Durante el proceso de infección, las interacciones del virus y la célula pueden 

ser analizadas por citometría de flujo, mediante el uso de anticuerpos marcados 

con fluorocromo que detecten al agente patógeno en su interior. Durante más de 

25 años, los estudios in vitro de interacciones virus-célula incluyen la detección 

y cuantificación de: (i) la unión de virus marcados con fluorocromos a sus 

receptores en las superficies celulares; (ii) células infectadas, mediante 

antígenos virales marcados con fluorocromos en la superficie celular, en el 

citoplasma y en el núcleo de las células infectadas con virus; (iii) apoptosis 

inducida por virus; y (iv) los efectos de la infección viral en la expresión de 

antígenos celulares y la síntesis de ácidos nucleicos (McSharry, 2000). 

Los ensayos que han utilizado anticuerpos monoclonales y policlonales afines al 

patógeno a detectar, unidos a moléculas fluorescentes, para luego ser leídos al 

citómetro de flujo con el fin de detectar células infectadas por virus, son 

especialmente útiles en la determinación del progreso de la infección tanto en 

individuos infectados como en la producción de vacunas en cultivos celulares 

(Anexo 2). 

Se han publicado protocolos que permiten la marcación fluorescente de células 

infectadas para diversos virus (Gueret et al., 2002; Lonsdale et al. 2003; Lambeth 
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et al. 2005; Gates et al. 2009; Grigorov et al. 2011; Drayman y Oppenheim, 2011; 

Hammarlund et al. 2012). 

Los protocolos para detectar células infectadas por virus, están determinados 

por pasos cruciales: (i) fijación de la célula, proceso que mantiene la estructura 

celular ante la permeabilización; (ii) la permeabilización de la célula, con el fin de 

acceder al interior de la misma, donde se hallan los objetivos virales; (iii) la 

marcación con anticuerpos específicos y anticuerpos fluorescentes que detecten 

a dichos anticuerpos, así las células fluorescentes al citómetro de flujo serán 

aquellas células que hayan sido infectadas (Anexo 2). 

II.8.1.1. Fijación  

Los agentes de fijación empleados en citometría pueden clasificarse en dos 

grandes grupos (Giloh, 1993) agentes exclusivamente fijadores y agentes que 

simultáneamente son fijadores y permeabilizadores de la membrana celular, 

como los alcoholes. 

Entre los agentes exclusivamente fijadores merece especial mención 

fundamentalmente los derivados de aldehídos que fijan fundamentalmente a 

través de un proceso de reticularización proteica que básicamente la cual genera 

enlaces cruzados entre moléculas, pegándolas a la malla insoluble generada 

(Schmid et al., 1991) y, por lo tanto, no permiten el acceso adecuado de 

colorantes a la célula. Entre estos agentes los dos más importantes son el 

formaldehído y el paraformaldehído.  

El tamaño celular después de la fijación con aldehídos se altera en menor medida 

que mediante la fijación con acetona o alcoholes, esto es especialmente 

ventajoso pues la estabilidad de la membrana plasmática ayuda a que los 
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resultados de inmunomarcado sean reproducibles. La fijación con aldehídos 

tiende a presentar mayor fluorescencia inespecífica. Sin embargo, conserva 

mejor los espacios celulares y composicionales (Hobro y Smith, 2017). 

La mayoría de los métodos usados en citometría de flujo para la tinción 

intracelular usan fijadores y permeabilizadores por separado, esto para 

conservar la estructura celular y proceder con la permeabilización que permite 

que los anticuerpos accedan a las estructuras intracelulares. Sin fijación las 

estructuras dentro de la célula podrían desmoronarse y desaparecer antes de 

tener la oportunidad de terminar las incubaciones de anticuerpos (Schmid et al., 

1991). 

II.8.1.2. Permeabilización 

Con el fin de acceder a los antígenos intracelulares, las células primero deben 

permeabilizarse, especialmente después de la fijación con agentes de 

reticulación tales como formaldehído. La permeabilización permite tener acceso 

a antígenos en intracelulares o intraorganelares (Anexo 3). 

Se usan comúnmente dos tipos generales de reactivos; solventes orgánicos 

(metanol y acetona), o detergentes (saponina, Tritón X-100 y Tween-20). Los 

solventes orgánicos suelen ser usados como fijadores permeabilizadores 

(coagulan las proteínas además de disolver los lípidos de las membranas 

celulares). En el caso de los detergentes como agentes permeabilizantes, la 

saponina, un glucósido vegetal, interactúa con el colesterol de la membrana y lo 

elimina selectivamente, formando así agujeros de aproximadamente 100Å en la 

membrana (Seeman, 1973). Esto le permite incorporar anticuerpos a través de 

las micelas saponina/colesterol que facilitan su entrada en las células. La 
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permeabilización de la saponina no es efectiva en las membranas con contenido 

pobre de colesterol como las membranas mitocondriales y la envoltura nuclear 

(Goldenthal, 1983). 

Los detergentes no iónicos como Tritón X-100 y Tween 20 también se usan 

ampliamente para permeabilizar células y tejidos. Estos detergentes contienen 

grupos de cabeza hidrófilos sin carga que consisten en restos de polioxietileno. 

La desventaja de estos detergentes es que no son de naturaleza selectiva y 

pueden extraer proteínas junto con los lípidos, dando como resultado un falso 

negativo durante el procedimiento de inmunofluorescencia (Jamur y Oliver, 

2009). 

II.8.1.3. Inmunofluorescencia 

La inmunofluorescencia es un ensayo que se usa principalmente en muestras 

biológicas y se define clásicamente como un procedimiento para detectar 

antígenos en contextos celulares usando anticuerpos (Goding, 1996). La 

especificidad de los anticuerpos contra su antígeno es la base para la 

inmunofluorescencia. Las muestras biológicas incluyen tejidos y células. La 

inmunofluorescencia permite a los investigadores evaluar si las células de una 

muestra particular expresan o no el antígeno en cuestión. En los casos en que 

se encuentra una señal inmunopositiva, la inmunofluorescencia también permite 

a los investigadores determinar qué compartimentos subcelulares expresan el 

antígeno. La inmunofluorescencia se puede usar en líneas celulares cultivadas, 

secciones de tejido o células individuales (Burrel et al., 2017). 

La inmunofluorescencia se ha utilizado ampliamente en la investigación biológica 

y el rendimiento de la investigación médica y se ha convertido en uno de los 
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métodos más importantes y efectivos (Kao et al., 2001). Al ser usada 

conjuntamente a la citometría de flujo y al FACS ha permitido el análisis rápido, 

sensible, cuantitativo y objetivo de células individuales, y también la posibilidad 

de separación celular sobre la base de antígenos de membrana y / u otros 

parámetros como el contenido de ADN, dispersión de luz, flujo de calcio y pH 

intracelular, o de hecho cualquier otra propiedad que pueda medirse utilizando 

técnicas ópticas. El análisis y la clasificación multiparamétricos son ahora 

procedimientos bien establecidos (Goding, 1996). 

Hay dos tipos: el ensayo de inmunofluorescencia: indirecta y el ensayo de 

inmunofluorescencia directa. Para el ensayo de inmunofluorescencia indirecta, 

el protocolo incluye principalmente fijación de tejidos o células, bloqueo del 

suero, incubación de anticuerpos primarios, especifico al antígeno patógeno a 

detectar, incubación del segundo anticuerpo fluorescente (que se une al 

primero), y lectura (Figura 4A). Para el ensayo de inmunofluorescencia directa, 

los pasos son semejantes, la única diferencia es que solo hay un anticuerpo 

primario, que además es fluorescente, que se incuba sin tener la necesidad de 

un segundo anticuerpo (Figura 4B).  

 

 

 

Figura 4: Esquema de la inmunofluorescencia. (A) Método directo. El anticuerpo antivirus 
asociado a la fluoresceína reconoce un antígeno viral en células fijadas. (B) Método indirecto. El 
anticuerpo de cabra anti-conejo, asociado a la fluoresceína, se une al anticuerpo de conejo 
antivirus, este está unido al antígeno viral en la célula fijada (Burrel et al., 2017). 
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A) Antisuero contra el MDV 

Un antisuero es un suero obtenido de un animal inmunizado. La 

inmunización es el proceso de introducción de un inmunógeno (antígeno), 

una molécula que es reconocida por el sistema inmune y es capaz de inducir 

una reacción inmune. La respuesta inmunitaria consiste en una red de 

respuestas humorales y celulares. La respuesta humoral consta de 

anticuerpos específicos, estos son un tipo de proteínas séricas responsables 

de la inmunidad humoral (Shah y Ershler, 2007). 

Los anticuerpos son sintetizados por las células plasmáticas (células B) y 

pueden ser hallados en el suero. Por lo tanto, un suero que contiene una 

concentración de anticuerpos elevada para un antígeno particular, esto es lo 

que mayormente es llamado antisuero contra ese antígeno (Thanavala, 

1998). 

Se deben evaluar varios parámetros para establecer la calidad y la utilidad 

de un antisuero. Estos son especificidad, título y afinidad, la característica 

más destacada de un buen antisuero es la especificidad. La mayoría de los 

antígenos expresan una gran cantidad de epítopos, contra cada uno de ellos, 

pueden suscitarse diferentes anticuerpos. Un antisuero altamente específico 

es aquel que reacciona solo con epítopos del antígeno utilizado y no a otros 

antígenos que se parecen.  

En este caso el antisuero MDV es un antisuero policlonal monoespecífico 

producido en pollos SPF negativos para CAV. Las aves utilizadas en la 

producción de antisueros suelen ser aisladas en instalaciones de barrera de 

FAPP. Las aves son monitoreadas para optimizar los niveles de anticuerpos. 
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Los antisueros estandarizados como el antisuero para la enfermedad de 

Marek se producen para obtener altos niveles de actividad neutralizante, sin 

embargo, antes de ser comercializados pasan por una variedad de 

aplicaciones de laboratorio, como inmunodifusión, inhibición de la 

hemaglutinación (HI) e inmunotransferencia. ("Avian Antigens & Antisera | 

Charles River", 2020) (Anexo 4). 

B) Anticuerpo asociado a fluoróforo 

Un anticuerpo es asociado a un fluoróforo con el fin de etiquetarlo, este 

etiquetado fluorescente para anticuerpos se ha convertido en una 

herramienta común en los laboratorios para visualizar y estudiar proteínas, 

ya sea que estén unidas directamente a la al anticuerpo que reconoce al 

antígeno de interés (IFD) o a anticuerpos que reconocerán a los anticuerpos 

específicos que reconocen al antígeno de interés (IFI). 

El acoplamiento de fluoróforos a anticuerpos para crear reactivos de 

anticuerpos marcados fue reportado por primera vez por Coons y 

colaboradores (1941), esto gracias al grupo funcional succinimidil-éster del 

anticuerpo, este unido al núcleo del fluoróforo (FluoReporter FITC Protein 

Labeling Kit, Molecular Probes, Invitrogen). Destacando que hay un límite 

para la cantidad de moléculas de fluorescencia que se pueden unir a un 

anticuerpo (Vira et al., 2010). 

La fluorescencia acoplada a los anticuerpos tiene la propiedad de emitir 

radiación electromagnética en forma de luz como resultado de la absorción 

de luz de otra fuente. Las moléculas (generalmente hidrocarburos 

poliaromáticos o heterociclos) llamados fluoróforos, fluorócromos o tintes 
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fluorescentes absorben la luz elevando su nivel de energía a un breve estado 

excitado. A medida que se descomponen de este estado excitado, emiten 

luz fluorescente. 

En la práctica, la configuración del sistema de detección (el microscopio de 

fluorescencia, el microscopio confocal o el citómetro de flujo) juega un papel 

importante en la intensidad de fluorescencia detectada. La fuente de luz, el 

filtro de excitación, el espejo dicroico, el filtro de emisión y el objetivo 

contribuyen a la intensidad de la imagen de fluorescencia. 

Entre los agentes fluorescentes usados en citometría de flujo, el más famoso 

de estos es el isotiocianato de fluoresceína (FITC, colorante verde) sin 

embargo, su intensidad fluorescente es dependiente de pH, para solucionar 

estos problemas es que “Molecular Probes” desarrolla la familia de tintes 

“Alexa Flúor” con la intención de mejorar las propiedades de los colorantes 

fluorescentes biológicos.  

Estructuralmente, Alexa Flúor se genera a través de la sulfonación y la 

modificación adicional de ciertos fluorócromos como la cumarina, rodamina, 

xanteno (fluoresceína estándar) y tintes de cianina (Rai et al., 2018). 

II.9 Virus Recombinantes  

Un virus recombinante es un virus producido mediante la recombinación de 

fragmentos de ADN utilizando tecnología de ADN recombinante, más 

recientemente haciendo uso de la tecnología CRISPR / Cas9 como un método 

rápido y eficiente para generar virus recombinantes, para editar el genoma y 

agregar otros antígenos virales en el genoma de vectores, tal como el HVT, para 

el rápido desarrollo de vacunas recombinantes (Tang et al., 2019) 
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Se ha estudiado en una amplia gama de virus por su potencial como vacunas 

recombinantes cada uno de ellos con características únicas y con la capacidad 

de inducir diferentes tipos de respuestas inmunes (Souza et al., 2005). 

II.9.1. Reportero GFP 

Entre los virus recombinantes más simples encontramos aquellos generados por 

la inserción de un gen reportero en un sitio no esencial en el genoma, 

conservando así el repertorio de genes virales (Figura 5). La presencia del gen 

informador permite el fácil seguimiento de la infección viral lítica por sus 

propiedades químicas (en el caso de Lac Z) o fluorescentes (reportero GFP) 

(Figura 9) (McGregor et al., 2013). 

 

 

 

 

 

Figura 5: Gen reportero GFP, ubicado cerca al gen promotor. El proceso de transcripción resulta 
en ARN mensajero, la translación genera la proteína reportera GFP (Debnath et al., 2009). 

 

La proteína fluorescente verde (GFP) fue aislada en el año 1962 (Shimomura et 

al., 1962) de un extracto obtenido de la medusa bioluminiscente Aequorea 

victoria (Prasher et al., 1992), esta proteína es fluorescente naturalmente y no 

necesita de intermediarios para su expresión en cualquier organismo, vivo 

conservando su propiedad fluorescente incluso dentro de organismos distintos a 

la medusa.  
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Un gen reportero en biología celular se define al uso de genes como marcadores 

de expresión de una secuencia de interés. Así mediante la fluorescencia de GFP 

es posible monitorear la expresión virus intracelulares sin necesidad de intervenir 

con el cultivo, una simple observación al microscopio o adquisición al citómetro 

nos permitirá saber que tanto el virus se ha replicado (Franco et al., 2009).  

II.9.2. rHVT-GFP 

Las proteínas fluorescentes se incorporan a virus recombinantes, por la facilidad 

de detección que confieren en tiempo real mediante microscopía fluorescente y 

citometría de flujo. El gen informador fluorescente más común es la proteína 

fluorescente verde GFP, por lo que las versiones actuales de este gen informador 

se han modificado para permitir altos niveles de auto fluorescencia y, en 

consecuencia, una fácil detección.  

Una ventaja adicional del uso de proteínas fluorescentes es el pequeño tamaño 

del casete a introducir al virus, esto permite que el etiquetado de constructos 

virales contenga esta proteína fluorescente de manera estructural. Un virus 

etiquetado con GFP permite un fácil seguimiento en tiempo real, lo cual es 

extremadamente útil para el estudio final del virus (McGregor et al., 2013). 

El HVT es ampliamente usado como una plataforma de vectores para la 

generación de vacunas recombinantes contra una serie de enfermedades 

aviarias utilizando métodos de recombinación convencionales o herramientas de 

edición genética como CRISPR / Cas9, este último es uno de los métodos más 

ampliamente usados actualmente, insertando no solo otros antígenos virales 

(Tang et al., 2019) sino también reporteros como GFP. 
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Así el constructo HVT-GFP es la base la generación de vacunas recombinantes 

HVT. Solo hace falta colocar junto a GFP el antígeno de interés, así en el cultivo 

se podrá aislar solo aquellas células que la expresen. Siendo HVT-GFP 

ampliamente usada en los procesos de recombinación de HVT por diversas 

empresas generadoras de vacunas (Souza et al., 2005). 

 

III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

III.1. Hipótesis 

El protocolo desarrollado detecta el porcentaje de células DF-1 infectadas por 

Herpes Virus de Pavo (HVT) mediante citometría de flujo. 

III.2. Objetivo general 

Desarrollar un protocolo para detectar el porcentaje de células DF-1 infectadas 

por Herpes Virus de Pavo (HVT) mediante Citometría de Flujo. 

III.3. Objetivos específicos 

1. Establecer el protocolo de detección y el mejor permeabilizador celular. 

2. Determinar el título de antisuero MDV (anticuerpo primario) a usar y evaluar 

su especificidad a HVT. 

3. Determinar la correlación de los porcentajes de células infectadas por rHVT-

GFP detectadas mediante la expresión de GFP y el protocolo a desarrollar. 

4. Detectar el incremento del porcentaje de células DF-1 infectadas por 

diferentes MOI de HVT evaluadas en diferentes tiempos post infección 

mediante el protocolo de detección por citometría de flujo. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

IV.1. Material biológico 

IV.1.1. Alícuota viral del virus rHVT-GFP 

Se empleó una alícuota del virus rHVT-GFP que fue diseñado por edición 

genética mediante CRISPR / Cas9 fue provista amablemente por el Laboratorio 

de Biotecnología Molecular y Genómica II, perteneciente a los “Laboratorios de 

Investigación y Desarrollo FARVET”, que permanece conservada en nitrógeno 

líquido. 

IV.1.2. Células inmortalizadas de fibroblasto de Pollo DF-1  

Las alícuotas de las células DF-1 congeladas en alícuotas de 5x106 células 

pertenecen al banco de células de los “Laboratorios de Investigación y Desarrollo 

FARVET” ubicadas en la cámara fría. Los alícuotas celulares congeladas no 

albergan ningún virus endógeno conocido, además de ser estables y uniformes 

históricamente al ser cultivadas, tanto en suspensión como adherencia. 

IV.2. Protocolo cultivo celular DF-1 

La alícuota de células DF-1 ("UMNSAH/DF-1 ATCC ® CRL-12203™ Gallus 

gallus embryo", 2020) fue descongelada y cultivada en medio DMEM (Anexo 7), 

según el Anexo 6. 

El momento del subcultivo se realizó a las 24 o 48 horas al llegar a una 

confluencia del 70-80% (Anexo 8), llegado a este punto se retiró el medio de 

cultivo y se agregó 1 ml de Tripsina-EDTA, dejando incubar por 7 minutos a 41ºC. 

Después de este tiempo se observó al microscopio invertido comprobando que 

las células se despeguen de la base y se hallen esféricas en el sobrenadante. 



 

32 

 

Se agregó 5 ml de medio DMEM 10%SBF, se retiró todo el contenido en un tubo 

cónico y fue centrifugado a 200g por 5 minutos. El sobrenadante fue descartado 

y las células fueron re suspendidas con 2 ml de medio DMEM 10% SBF para 

determinar la concentración celular de la suspensión mediante conteo en la 

cámara de Neubauer. Se volvió a cultivar a la concentración deseada, según 

capacidad de insumos expresado en el Anexo 9. Una vez terminado el tiempo 

de cultivo las células son cosechadas y conociendo la concentración celular ya 

conocidas expresadas en el Anexo 10, se procedió a separar 1 x 106 células en 

microtubos de 1.5 ml. 

IV.3. Protocolo de infección del cultivo celular DF-1 por rHVT-GFP 

Previamente se preparó 1.6 x 106 células DF-1 sanas en 5 ml de medio DMEM 

10% SBF tibio y se le agrego 0.5 ml de rHVT-GFP a un MOI de 2.5 se mezcló 

por vortex y se vertió a un Flask T-75. Se dejó incubar a 41°C 5% CO2 por 24 

horas. Se retiró la totalidad del medio, y se agregó 5 ml de medio fresco. Se 

incubó por otras 24 horas. Vigilando la fluorescencia de la GFP mediante 

microscopia de fluorescencia. Este Flask fue subcultivado 4 veces, cada vez con 

espacio de 48 horas, la replicación y fluorescencia del virus fueron estables en 

todo este periodo de tiempo.  

Estas fueron des adheridas una vez llegaron a una confluencia de 90% 

(aproximadamente 8.12 x106 células). Usando 1.5 ml de tripsina-EDTA, se dejó 

incubar por 7 minutos a 40 ºC. Se agregó 15 ml de DMEM 10% SBF para 

inactivar la tripsina. Se centrifugó a 200g por 5 minutos y resuspendido con 2 ml 

de DMEM al 10% SBF. Se halló la concentración de células, usando 10 µl de la 

suspensión celular diluida 1:1 con Azul de tripán, contar en la cámara de 

Neubauer. Conociendo la concentración separar 1 x 106 células en microtubos 
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de 1.5 ml. Después de esto las células se encontraban ya infectadas con el virus 

y disponibles a ser usadas en los siguientes experimentos. 

Este procedimiento es igual al usado para la infección de células con HVT cepa 

vacunal, provisto por el área de producción de FARVET S.A.C. 

IV.4. Establecimiento del protocolo de detección y el mejor permeabilizador 

celular. 

La elección del mejor permeabilizador celular se realizó probando 3 tipos de 

permeabilizadores celulares: el kit Cytofix/Cytoperm de BD (Pharmingen, San 

Diego, CA) (Anexo 11); el detergente suave saponina de Quillaja bark en polvo 

(sigma) (Anexo 14) diluida al 0.5% con DPBS y el detergente fuerte Tritón X-100 

(Omnipur) diluida al 0.5% con DPBS (Figura 6). La preparación de todos los 

reactivos usados figura en el Anexo 12. 

El permeabilizador celular es determinado con la línea celular LMH (células de 

hígado de pollo inmortalizadas químicamente), sensibles a ser infectadas con 

LTV. Las células sanas e infectadas con LTV a los cuales se le aplicó los 

siguientes protocolos fueron provistas por el área de producción de FARVET 

S.A.C. 1 x106 células, en tubos de 1.5 ml. 

 

 

 

 

 

Figura 6: Diferentes permeabilizadores utilizados. para la detección de células 
infectadas por citometría de flujo. Cada protocolo fue aplicado a células infectadas 
tomando como control de marcación a células sanas. 
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IV.4.1. Kit Cytofix/Cytoperm BD 

Para realizar la fijación y permeabilización de las células se siguió las 

indicaciones del fabricante, (BD Cytofix/Cytoperm™ 

Fixation/Permeablization Kit, 2021) (Anexo 11). Las células fueron lavadas 

con DPBS, fijadas y permeabilizadas, fueron bloqueadas con la solución 

Perm/Wash+5% NMS de suero bovino y se incubó a 4ºC durante 1 hora. Se 

diluyo el anticuerpo policlonal de pollo para el virus de laringotraqueitis 

(ab30491), 1/800 con la solución Perm/Wash+5%NMS, se agregó 50 µl de 

esta dilución a cada tubo a marcar. Se incubó 3 horas a 4 ºC (mezclando al 

vortex en intervalos de 1 hora). Se procedió a lavar agregando 500 µl de la 

solución Perm/Wash, centrifugando a 300 g por 5 minutos a 4ºC (esto se 

realizó 2 veces). Para agregar el anticuerpo secundario, se diluyo el 

anticuerpo policlonal de cabra específico para IgY de pollo asociado al 

fluoróforo Alexa Flúor® 488, 1/800 con la solución Perm/Wash+5%BSA. Se 

agregó 50 µl esta dilución, dejando incubar por 30 minutos a 4ºC. Terminada 

la incubación se agregó 500µl de la solución Perm/Wash, se centrifugó a 

300g por 5 minutos a 4ºC (esto se realizó 2 veces). El sobrenadante fue 

descartado por inversión. El pellet fue resuspendido con 400 µl de DPBS. 

Estos fueron vertidos a tubos de citometría y adquiridos al citómetro Gallios 

(Beckman Coulter®). 

IV.4.2. Protocolo con Saponina 0.5%- In House 

Protocolo desarrollado en base a lo expresado en Drayman y Oppenheim 

(2011), basado en la permeabilización mediante el detergente Saponina 

(Prod.No. S4521-Sigma) (Anexo 14). 
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Las células fueron centrifugadas a 200g por 5 minutos a 4ºC. Una vez 

descartado el sobrenadante por inversión, el pellet fue resuspendido con 1 

ml de DPBS (esta operación fue realizada 2 veces). Para fijar las células se 

colocó el tubo al vortex y se agregó 100 µl de la solución formaldehído al 4%. 

Se incubo por 20 minutos protegido de la luz. Se agregó 1 ml de 

DPBS+5%SBF, centrifugando a 400 g por 5 minutos a 4ºC, (esta operación 

fue realizada 2 veces). El sobrenadante fue descartado y el pellet 

resuspendido. Para la permeabilización y bloqueo, el tubo fue colocado al 

vortex y se agregó 100 µl de la solución saponina 0.5%+ 5%BSA. Esto se 

incubo a Tº ambiente (22°C) por 1 hora. Después se agregó 300 µl de 

saponina a 0.5%, para después centrifugarla a 500 g por 5 minutos a 4ºC. 

Se descarta el sobrenadante por inversión. Se procede con la incubación 

con el anticuerpo primario, el anticuerpo policlonal de pollo para el virus de 

laringotraqueitis (ab30491) se diluyo, 1/800 con la solución saponina 

0.5%+5%BSA. Se agregó 50 µl de esta dilución a cada tubo a marcar y se 

incubó por 3 horas a Tº ambiente (mezclando al vortex a intervalos de 1 

hora). Se agregó 1 ml de saponina 0.5%, para después centrifugar a 300 g 

por 5 minutos a 4ºC, (esta operación fue realizada 2 veces). Se descartó el 

sobrenadante y se rompió el pellet. Se procedió con la incubación del 

anticuerpo secundario, el anticuerpo policlonal de cabra específico para IgY 

de pollo asociado al fluoróforo Alexa Flúor® 488 se diluyo 1/3200 con la 

solución de saponina 0.5%+5%BSA. Se agregó 50 µl esta dilución, se dejó 

incubar por 30 minutos a 4ºC. Al finalizar se agregó 1 ml de saponina al 0.5%, 

se centrifugo a 300 g por 5 minutos a 4ºC (esto se realizó 1 vez más, pero 

con 500µl de saponina 0.5%). El pellet fue resuspendido con 400 µl de 
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DPBS. Estos fueron vertidos a tubos de citometría y adquiridos al citómetro 

Gallios (Beckman Coulter®). 

IV.4.3. Protocolo Tritón X-100 0.5% - In House 

Protocolo desarrollado en base a los expresado en Lambeth (2005). Las 

células fueron centrifugadas a 200 g por 5 minutos a 4ºC. Se descartó el 

sobrenadante por inversión, el pellet fue resuspendido con 1 ml de DPBS 

(esta operación fue realizada 2 veces). Para realizar la fijación de las células 

se colocó el tubo al vortex y se agregó 100 µl de la solución formaldehído al 

4%, se dejó incubar a T° ambiente por 15 minutos. Se agregó 1 ml de 

DPBS+5%SBF, centrifugando a 400 g por 5 minutos a 4ºC, (esta operación 

fue realizada 2 veces). El sobrenadante fue descartado y se rompió el pellet. 

Se procedió con la permeabilización el tubo fue colocado al vortex y se 

agregó 100 µl de la solución Tritón X-100 al 0.5%. Se incubó por 20 minutos 

a T° ambiente. Se agregó 300 µl de DPBS, centrifugando a 500g por 5 

minutos a 4ºC. Se procedió con el bloqueo agregando 100 µl de la solución 

DPBS+5%NMS, se dejó incubar a T° ambiente por 30 minutos. Se agregó 

300 µl de DPBS, centrifugando a 500g por 5 minutos a 4ºC. Se procedió con 

la incubación del anticuerpo primario, para esto el anticuerpo policlonal de 

pollo para el virus de laringotraqueitis (ab30491), se diluyó 1/3200 con la 

solución DPBS+5%BSA. Se agregó 50 µl de esta dilución a cada tubo a 

marcar y se incubó por 3 horas a Tº ambiente (mezclar al vortex en intervalos 

de 1 hora). Se agregó 1 ml de saponina 0.5%, centrifugando a 300g por 5 

minutos a 4ºC, (esta operación fue realizada 2 veces). Se procedió con la 

incubación del anticuerpo secundario, el anticuerpo policlonal de cabra 

específico para IgY de pollo asociado al fluoróforo Alexa Flúor® 488 se diluyó 
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1/800 con la solución de saponina 0.5%. Se agregó 50 µl esta dilución, 

incubando por 30 minutos a 4ºC. Se agregó 1 ml de DPBS, centrifugándolo 

a 300g por 5 minutos a 4ºC (esta operación fue realizada 2 veces). El pellet 

fue resuspendido con 400 µl de DPBS. Estos fueron vertidos a tubos de 

citometría y adquiridos al citómetro Gallios (Beckman Coulter®). 

IV.5. Titulación del antisuero MDV (anticuerpo Primario) 

Se utilizaron células infectadas con HVT a las 48 horas post infección, y células 

sanas como control. Para la detección de estas se utiliza un antisuero específico 

a MDV (Anexo 4) estrechamente relacionado a HVT. Las células infectadas 

como sanas se sometieron al siguiente protocolo, variando la concentración de 

antisuero MDV mediante una dilución seriada (Figura 7).  

 

 

  

  

  

  

 

Figura 7: Dilución seriada del antisuero MDV. La muestra es diluida a la mitad en cada pasaje. 
Esto es recomendado para altas concentraciones de anticuerpos. La dilución seriada es 
realizada transfiriendo 150 µl cada vez. En la figura se muestra la dilución inicial, hasta dilución 
final realizada. 
 

El protocolo seleccionado fue el “protocolo con Saponina 0.5%- in House” 

(IV.4.2) con algunas modificaciones para hacerlo compatible con las células DF-

1 y el virus HVT: 



 

38 

 

IV.5.1. Protocolo de detección de células DF-1 infectadas con HVT por 

citometría de flujo (Protocolo in house) 

Tanto células sanas como infectadas fueron centrifugadas a 200g por 5 

minutos a 20ºC, se eliminó el sobrenadante por inversión, el pellet fue 

resuspendido con 1 ml de DPBS (esta operación fue realizada 2 veces). 

Para la fijación se colocó el tubo al vortex y se agregó 100 µl de la solución 

formaldehído al 4% (FA 4%). Se incubó por 20 minutos protegido de la 

luz. Se agregó 1 ml de DPBS+5%SBF, centrifugando a 400g por 5 

minutos a 20ºC, (esta operación fue realizada 2 veces). Para la 

permeabilización y el bloqueo el tubo fue colocado al vortex y se agregó 

100 µl de la solución saponina 0.5%+ 5%NMS. Esto se incubó a Tº 

ambiente por 1 hora. Se agregaron 300 µl de la saponina a 0.5%, para 

después ser centrifugarlo a 500g por 5 minutos a 20ºC. Para realizar la 

incubación con el anticuerpo primario (titulación del antisuero MDV), se 

realizaron diluciones seriadas de antisuero MDV (Figura 7), se agregó 50 

µl de cada dilución, a un tubo con células sanas y a otro con células 

infectadas. Se incubó durante 3 horas a Tº ambiente, (mezclando al vortex 

en intervalos de 1 hora). 

Se agregó 1 ml de saponina 0.5%, para después centrifugar a 300 g por 

5 minutos a 20ºC, (esta operación fue realizada 2 veces). Para la 

incubación con el anticuerpo secundario, se diluyo el anticuerpo 

secundario, policlonal de cabra específico para IgY de pollo asociado al 

fluoróforo Alexa Flúor® 647, 1/1600 con la solución de saponina 

0.5%+5%NMS. Se agregó 50 µl esta dilución, incubando por 30 minutos 

a T° ambiente. Se agregó 1 ml de saponina al 0.5%, se centrifugó a 300g 
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por 5 minutos a 20ºC (esta operación fue realizada 2 veces). El pellet fue 

resuspendido con 400 µl de DPBS. Estos fueron pasados a tubos de 

citometría y adquiridos al citómetro BD® FACS Melody. 

Todos los pasos resumidos se hallan en la Figura 8. La preparación de 

todos reactivos usados en el protocolo figura en el Anexo 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Resumen del “protocolo de detección de células DF-1 infectadas con 
HVT por citometría de flujo (Protocolo in house)”. Cada paso es descrito, en 
resumen, para fines didácticos se han repartido en 3. 
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IV.6. Evaluación de la especificidad del Antisuero MDV 

La especificidad fue determinada al comparar los porcentajes detectados por el 

“protocolo de detección de células DF-1 infectadas con HVT por citometría de 

flujo (Protocolo in house)” (Figura 8) en células DF-1 infectadas con HVT (MOI 

de 0.1) a las 24 y 48 h.p.i. usando tanto el antisuero MDV (dilución 1/3200) como 

el antisuero NDV (dilución 1/3200), ambos antisueros proceden de la misma casa 

comercial, sometidos al mismo proceso de fabricación y controles de calidad 

(Anexo 4 y Anexo 5).  

IV.7. Correlación entre la detección de células infectadas por rHVT-GPF , 

mediante el protocolo desarrollado y GFP. 

 

El protocolo de infección de células por el virus recombinante rHVT-GFP es 

propiedad de FARVET S.A.C y fue generado por la tecnología CRISPR / Cas9. 

El protocolo de infección de células DF-1 por este virus, fue descrito 

anteriormente. La totalidad de células infectadas fueron subcultivadas a 

intervalos de 48 horas obteniendo 3 pasajes (Figura 9), esto para acumular un 

buen stock viral. Las células en cada pasaje fueron examinadas bajo el 

microscopio de fluorescencia Observer.A1 (Carl Zeiss, Alemania). Las imágenes 

de la señal fluorescente se tomaron a un aumento de 400X con la cámara 

AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Alemania). 
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Figura 9: Células DF-1 infectadas con el virus rHVT-GFP. Vista al microscopio de 
fluorescencia. Los tres pasajes realizados, muestran el aumento de células brillantes 
alrededor de la placa formada, las células brillan en verde gracias a la proteína citoplasmática 
GFP. Visualizado al microscopio de fluorescencia Observer.A1 (Carl Zeiss, Alemania). Las 
imágenes de la señal fluorescente se tomaron a un aumento de 400X con la cámara AxioCam 
MRc5 (Carl Zeiss, Alemania). 

 

Las células fueron subcultivadas, contadas en la cámara de Neubauer y 

separadas en tubos de 1.5 ml conteniendo 1 x 106 células en cada uno. Como 

control se usaron células DF-1 rHVT sin marcar y células DF-1 sanas. 

Las células obtenidas fueron sometidas al “protocolo de detección de células DF-

1 infectadas con HVT por citometría de flujo (protocolo in house)” (Figura 8), con 

el fin de que el antisuero MDV (dilución 1/3200) detectara el porcentaje de células 

infectadas presentes en las células. Estas últimas fueron también determinadas 

por la expresión de GFP, así el porcentaje determinado por el “protocolo in 

house” fue comparada con el porcentaje positivo a la fluorescencia GFP. 

Así se tendrían dos porcentajes a comparar, uno determinado por antisuero MDV 

junto al anticuerpo secundario con Alexa Flúor® 647 (excitación / emisión = 650 
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/ 665 nm), y el segundo porcentaje determinado por la fluorescencia GFP 

(excitación / emisión = 490 / 522 nm). 

La fluorescencia GFP y Alexa Flúor® 647 pertenecen a diferentes espectros de 

emisión, por lo que no presentan solapamientos y no requieren de compensación 

para comprobarlo recurrimos al Visor de Espectros BD® (Figura 10). 

Tabla 2: Datos para los fluorocromos Alexa Flúor® 647 y GFP. Longitud de onda máxima de 
excitación, longitud de onda máxima de emisión. Laser y filtro utilizado. 
 

Fluorocromo 
Excitación 

(max) 
Emisión 

(max) 
Laser Filtro 

Alexa Flúor® 
647 

650 668 Rojo 670/20 

GFP 490 509 Azul 510/20 
 
 
 
 
 
  

 

 

  

 

 

 

Figura 10: Visor de espectros para Alexa Flúor® 647 y GFP en BD® FACS Melody, GFP en 
verde y Alexa Flúor® 647 en rojo. Las líneas punteadas, representan el espectro de excitación. 
Líneas continúas, representan el espectro de emisión. Ambas fluorescencias, no presentan 
solapamiento (BD Bioscience 2020). 
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IV.8. Detección de células DF-1 infectadas por diferentes MOI de HVT 

evaluadas en diferentes h.p.i. 

Las células infectadas por dos MOIs 0.01 y 0.02 de HVT fueron cosechadas a 

diferentes tiempos post infección: 24 horas, 48 horas, 72 horas y 90 horas (figura 

11). Después se procedió a aplicar el “protocolo de detección de células DF-1 

infectadas con HVT por citometría de flujo (protocolo in house)” (Figura 8), con 

la dilución 1/3200 del antisuero MDV. 

Para la evaluación de cada MOI y h.p.i., se utilizó como control células sanas. 

Estas últimas acompañan a la muestra infectada en todo el proceso y 

determinaron donde se marcaría el agrupamiento de positividad para células 

infectadas con HVT. Este experimento se llevó a cabo por duplicado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Esquema del procesamiento para la detección de células infectadas por HVT 
a varias h.p.i. Tantas células sanas como células infectadas fueron procesadas para los 
diferentes horarios post infección. Con el fin de evaluar el incremento de células infectadas. 
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IV.9. Adquisición de data en el citómetro de flujo  

El equipo usado para determinar el protocolo y permeabilizador celular fue el 

citómetro Gallios (Beckman Coulter), todos los controles fueron apropiadamente 

realizados, según lo recomendado por el fabricante. Se realizó el encendido del 

láser azul y la muestra fue adquirida. 

El “protocolo de detección de células DF-1 infectadas con HVT por citometría de 

flujo (protocolo in house)” (Figura 8) fue realizado con el citómetro de flujo BD® 

FACS Melody, de igual manera los controles CST y Accudrop fueron utilizados 

para calibrar el equipo cada vez que fue usado, según lo recomendado por el 

fabricante. Para realizar la adquisición se utilizaron los láseres correspondientes 

a la longitud de excitación para los fluoróforos Alexa Flúor 647® y GFP (Tabla 

2). Los datos fueron adquiridos una vez la corriente de flujo fue estable, eliminado 

los efectos de obstrucción, contra presión y otros problemas de instrumento. 

IV.9.1. Adquisión y generación de gráficos  

Se adquirieron 30 000 eventos al citómetro de flujo Gallios y FACS Melody. Los 

formatos fueron exportados en formato FCS, extraídos y analizados por el 

programa de análisis Kaluza 4.1. (Beckman Coulter, Inc. 2012) y Flow jo v.10.0.6 

(Treestar, Inc. 2013), respectivamente. 

IV.9.2. Estrategia de Agrupamiento. 

Para la adquisición de la data al citómetro de flujo se construyó una plantilla de 

adquisión constituida de 3 ventanas. 1º FS-A vs SS-A, 2º FS-A vs FS-H; 3º 

AF647 vs SS-A (Anexo 15). En el caso de las células que contenían GFP, se 

requirió construir una cuarta ventana GFP vs SS-A. 
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En la primera ventana FS-A vs SS-A, se regularon los voltajes del láser, para 

detectar la totalidad de las células. Removiendo de la adquisión aquellos eventos 

más pequeños (debris celular) u otros eventos que no sean de interés. En esta 

ventana se agruparon solo aquellos eventos que correspondan al tamaño y la 

complejidad de las células DF-1, previamente adquirida al citómetro. Este 

agrupamiento será llamado “P1”. 

La segunda ventana FS-A vs FS-H, ambos ejes corresponden a características 

físicas de la célula, en este caso son la altura del pulso generado y el área que 

abarca el pulso, aquellas células que pasaron por el láser de manera individual, 

se ubicaron al centro de la ventana. Por lo que la agrupación realizada en esta 

ventana se usó para eliminar dobletes. Esta agrupación se trazó de forma lineal 

y fue llamada “P2”. 

La tercera ventana APC vs SS-A fue construida a partir de P2. Esta tiene por un 

lado la complejidad de las células (SS-A) y por otro lado la fluorescencia, del 

anticuerpo secundario (APC). Las células que brillaron con mayor intensidad se 

ubicaron al lado derecho de la ventana. Esta agrupación a modo de línea 

separadora fue llamada “HVT+”. 

En el caso de la cuarta ventana GFP vs SS-A. También fue construida a partir 

de P2. Al igual que la tercera ventana se trazó una agrupación a modo de línea 

separadora, llamada “GFP+”. 

Primero se adquirieron al citómetro las células control (sanas), y luego las células 

infectadas. Al adquirir las sanas primero, nos permitió ajustar el voltaje de la 

adquisición, con la certeza de que la fluorescencia que presentaban era 

marcación inespecífica.  
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Así antes de adquirir las células infectadas, las ventanas (P1, P2, HVT+, y GFP+) 

ya habían sido construidas. En el caso de la tercera y cuarta ventana (HVT+ y 

GFP+) se ajustaron los voltajes y el agrupamiento con el fin de tener un 

porcentaje inespecífico (dado por la adquisición de las células sanas) menor al 

1%. 

IV.10. Análisis estadístico 

Se realizó utilizando el software GraphPad Prism v. 6.00 (GraphPad Software 

Inc, 2010). 

Para el experimento de correlación entre la expresión de GFP y la detección de 

células infectadas por el presente protocolo, se usó el coeficiente de correlación 

de Pearson (Anexo 21) para determinar la relación lineal entre estas dos 

variables continuas. Se estableció un p-value menor a 0.05 para determinar 

significancia. 

V. RESULTADOS 

IV.1. Evaluación del tipo de permeabilizador celular. 

El porcentaje de células LMH infectadas por laringotraqueitis, obtenidas por el 

uso de los diferentes permeabilizadores y el kit Cytofix/Cytoperm BD, son 

adquiridas al citómetro de flujo. En los gráficos se expresa el porcentaje de 

células infectadas detectadas por citometría de flujo, tanto células sanas como 

infectadas fueron sometidos a los diferentes protocolos. 

Cada permeabilizador provee una determinada auto fluorescencia, tanto para 

sanas como para infectadas, en la ventana de las células sanas el agrupamiento 

solo abarca un porcentaje menor al 1%. 
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Así el tritón fue el que más auto fluorescencia determinó tanto para sanas como 

infectadas. Esto genera que una parte el agrupamiento de células infectadas no 

se halle dentro de la ventana. Además, que en la adquisición el número de 

eventos fue menor. Con el uso de detergente tritón se detectó un porcentaje de 

12.8% (Figura 12C). 

Se usó como referencia el kit de BD, identificando un 22% de células infectadas 

(Figura 12A). Usando como detergente a saponina se detectó un total de 30.7% 

de células infectadas (Figura 12C).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Evaluación de diferentes permeabilizadores, para la detección de células LMH 
infectadas con ILTV. (A) Kit Cytofix/Cytoperm. (B) Saponina 0.5% protocolo in house. (C) Tritón 
al 0.5% protocolo in house. 

Entre todos los tratamientos, las células LMH permeabilizadas con saponina al 

0.5% tienen mejores resultados. Tanto por el índice de marcado (separación 

entre positivas y negativas en el gráfico) como, el porcentaje de células 

infectadas detectadas. Cabe resaltar que tanto para el tratamiento con el Kit 

Cytofix/Cytoperm y con el detergente Tritón 0.5%, las células en el fondo del tubo 
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fueron disminuyendo en cada centrifugación, a partir de la aplicación del 

permeabilizante. 

IV.2. Titulación del anticuerpo primario (Antisuero MDV). 

Se determinó la dilución de antisuero a usar para reconocer la menor cantidad 

de marcación inespecífica, y la mayor cantidad de células infectadas detectadas 

(Figura 13). El gráfico de puntos resultante de la adquisición de cada dilución 

figura en el Anexo 16 

 

 

 

 

 

Figura 13: Titulación mediante la dilución del antisuero MDV. Cada dilución obtiene un 
porcentaje de “células infectadas” incluso en las células DF-1 sanas (mock). Cada punto 
representa un tratamiento, nombrados de izquierda a derecha, 1º “sin suero”, 2º 1/6400, 3º 
1/3200, 4º 1/1600, 5º 1/800, 6º 1/400 y 7º 1/200. Las flechas negras señalan a la dilución 1/3200. 

 

En la figura 13 se puede reconocer, para cada dilución, el porcentaje de células 

marcadas. En las diluciones más altas a partir de 1/1600, un gran porcentaje de 

células sanas son marcadas como células infectadas. La dilución 1/800 presenta 

un marcado inespecífico mucho mayor que la anterior, y muy parecida a la 

primera dilución. El marcado inespecífico de células sanas por el antisuero MDV 

parece no poseer una proporción directa a la cantidad usada. 
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En la dilución más baja (1/6400), si bien la cantidad de marcación inespecífica 

fue baja, no es la dilución donde se detecta la mayor cantidad de células 

infectadas. 

La dilución 1/3200 es el punto donde se detecta la mayor cantidad de células 

infectadas, pero a la vez, la segunda menor cantidad de células sanas, marcadas 

de manera inespecífica. 

IV.3. Determinación de la especificidad del antisuero MDV para la detección 

de células infectadas con HVT. 

El antisuero presenta anticuerpos contra el agente patógeno, al ser policlonales 

pueden presentar inespecificidad en la marcación. El protocolo de detección 

(Figura 8) se realizó usando la dilución 1/3200 del antisuero MDV y NDV en 

células infectadas a dos horarios post infección 24 y 48 horas, en ambos casos, 

el antisuero Newcastle no determinó aumento la fluorescencia, es decir no 

detectó de manera inespecífica a las células infectadas con HVT.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Especificidad del antisuero MDV y NDV (Charles River) para la detección de 
células infectadas con HVT. A) Antisuero MDV, detección de células infectadas a 24h y 48h. 
B) Antisuero NDV no detecta células infectadas por HVT, ni un porcentaje inespecífico en las 
células sanas. 

DV 
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En el caso del antisuero MDV (Figura 14A), las células sanas no son marcadas 

inespecíficamente, las células infectadas detectadas incrementaron, según el 

tiempo post infección, de 2.8% (24 h.p.i) a 26.3% (48 h.p.i). Para el antisuero 

NDV (Figura 14B) no se halló una población de eventos positivos a AF647. 

El análisis completo de las gráficas de citometría obtenido en cada muestra se 

encuentra en el Anexo 17.  

IV.4. Correlación entre la detección de células infectadas por rHVT-GPF, 

mediante el protocolo desarrollado y GFP. 

Las células infectadas con el rHVT-GFP son sometidas al protocolo de detección 

(Figura 8), obteniendo el porcentaje de células infectadas por el antisuero MDV 

junto a la fluorescencia del anticuerpo secundario Alexa® 647 (Figura 15A) y el 

porcentaje de células infectadas por rHVT-GFP detectadas por la fluorescencia 

de GFP (Figura 15B), ambos datos son evaluados por citometría de flujo. El uso 

de ambas fluorescencias en el mismo panel de lectura no interviene una con la 

otra. 

Se evaluaron en 3 diferentes pasajes post infección realizado en intervalos de 

48 horas (Figura 9), para el pasaje 1 se extrajo una muestra, para el pasaje 2 y 

3 se extrajeron 2 muestras de cada uno, todas estas muestras fueron sometidas 

al “protocolo de detección de células infectadas con HVT por citometría de flujo 

(Protocolo in house)” (Figura 8), la data completa obtenida figura en el Anexo 19 

y el gráfico de puntos resultante de los porcentajes obtenidos, en el Anexo 20.  

Usando el coeficiente de correlación de Pearson (Figura 13C) esta presenta una 

relación positiva grande: r=0.96 siendo esta relación estadísticamente 

significativa (p< 0.05) (Anexo 21).  
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Figura 15: Análisis de la detección de células infectadas por HVT mediante el antisuero 
MDV (AF647), GFP y su correlación. (A) Gráficos de la detección células infectadas por HVT, 
por antisuero y por GFP en porcentaje, este gráfico corresponde a uno de cultivos analizados 
para el pasaje 3 de DF-1 rHVT (Anexo 19). (B) Correlación entre el porcentaje de células 
infectadas detectadas por la expresión de GFP vs el porcentaje de células infectadas detectadas 
por el antisuero MDV. Correspondiente a la totalidad de cultivos de células DF-1 infectadas con 
rHVT-GFP. La relación de Pearson entre ambas determina le valor de r =0.96 con p=0.011 (p < 
0.05). 

La correlación de Pearson no determina causalidad, pero si determina que el 

porcentaje de células AF647+, varía en función del porcentaje de células GFP+, 

en este caso de manera lineal. Determinando una relación positiva entre ambas. 

Es decir, el porcentaje de células detectadas producto de la unión de los 

anticuerpos policlonales del antisuero MDV junto al anticuerpo anti-IgY unido a 

AF647, detecta valores similares a los porcentajes hallados por la expresión de 

la proteína GFP en células infectadas con rHVT-GFP. 

IV.5. Detección de células DF-1 infectadas por diferentes MOI de HVT 

evaluadas en diferentes h.p.i. 

Las células infectas fueron procesadas con el protocolo de detección a diferentes 

MOI (0.01 y 0.02 ) y h.p.i, con el fin de determinar el incremento en la detección 
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de células infectadas. El muestreo de las células comenzó pasadas las 24 horas 

de la infección, se continuó evaluando a intervalos de 24 horas (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Detección de células DF-1 infectadas por MOI de HVT evaluadas en diferentes 
h.p.i. (A) MOI 0.01 y (B) MOI 0.02 gráficas de puntos. Las células se cosecharon a las 24, 48, 
72 y 96 h.p.i. Estas fueron procesadas con su respectivo control de marcación (Mock). (C) Curva 
de porcentaje de detección de células infectadas en el transcurso de h.p.i. para el MOI 0.01 y 
0.02, azul y morado respectivamente. 

 

El incremento del porcentaje de células infectadas asegura que la cantidad de 

antisuero (anticuerpo primario) y anticuerpo secundario sean suficientes para 

detectar el incremento de células infectadas.  

Conforme pasa el tiempo de infección podemos observar que tanto las células 

sanas como infectadas aumentan su auto fluorescencia. Sin embargo, esta sigue 

estando por debajo del 1% (Figura 16A y B). 

El porcentaje de células infectadas para un MOI = 0.01 a las primeras 24 horas 

transcurridas se detecta un porcentaje de 2.82 %, duplicándose a las 48 horas 

con 5.58% de células infectadas, a las 72 horas las células infectadas alcanzaron 
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el 26.3% de células infectadas casi 5 veces el porcentaje anterior. Sin embargo, 

en el último horario analizado el porcentaje es 9.68%, para este punto la 

adquisición al citómetro fue de manera más lenta debido a los escases de 

eventos en la muestra. 

Así mismo el porcentaje de células infectadas para un MOI = 0.02 a las primeras 

24 h.p.i. es de 10.68 %, a las 48 h.p.i. 18.0% de células infectadas, a las 72 horas 

las células infectadas alcanzaron el 36.45% de células infectadas, para las 96 

h.p.i el porcentaje fue menor 19.33%. Se observa al comparar ambos MOI una 

mayor detección de células infectadas para el MOI de 0.02. Sin embargo, al 

intentar obtener una correlación directa entre ambos no se precisa, debido al 

comportamiento independiente de cada lote de cultivo analizado, ya sea MOI 

0.01 ó 0.02. 

VI. DISCUSIÓN 

Una gran cantidad de estudios describen la utilidad de la citometría a de flujo 

para detectar proteínas virales expresadas en células infectadas con virus 

patógenos atenuados o vectores virales mayormente en humanos como SV40, 

HCMV, HSV, HIV, MVA-BN, influenza virus, adenovirus, virus de sarampión 

entre otros (McSharry 2000, 1998; Li, 2009, Gueret et al., 2002, Lonsdale et al. 

2003, Schulze-Horsel et al., 2008, Weaver 2000, Grigorov et al. 2011). Hasta el 

momento este procedimiento no se había adaptado para cepas virales 

importantes en industria veterinaria, como es HVT. 
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Formaldehído como fijador para la detección de células infectadas por 

citometría de flujo. 

La detección de HVT en células infectadas requirió de la construcción de un 

protocolo comenzando por la fijación y permeabilización de las células, en este 

punto, estudios anteriores evaluaron una gran variedad de agentes fijadores y 

permeabilizadores como formaldehído (Li, 2009; Weaver 2000, Grigorov et al.  

2011) aplicado a diferentes tipos celulares, obteniendo un porcentaje de 

marcación inespecífica en las células control (células no infectadas marcadas) 

menor al 1%, mientras que publicaciones (McSharry, 2000; Schulze-Horsel et 

al., 2008) que utilizan alcoholes (etanol y/o metanol) hallan una alta fluorescencia 

al marcar células sanas, por lo que optaron por utilizar, como control de 

marcación, a las células infectadas no marcadas. Esto no sucede al utilizar 

paraformaldehído como fijador pues tanto células sanas como células infectadas 

no marcadas poseen porcentajes de detección menores a 1% (Anexo 18). 

Además, el uso de paraformaldehído mantuvo mejor el tamaño y la estructura 

celular (FSC vs SSC, Anexo 18) en comparación con las células DF-1 vivas, 

además de conferir baja autofluorescencia a los controles sanos marcados (SSC 

vs APC-A, Anexo 18), permitiendo el agrupamiento de las células infectadas. 

Evaluación de diferentes permeabilizadores celulares para la detección de 

células infectadas por HVT. 

En tanto a la permeabilización, diversas publicaciones reportan en uso de 

Tween20 al 0.2%, (Li, 2009, Weaver 2000), teniendo como resultado una 

marcación inespecífica de entre 1 al 2%. Este reactivo sin embargo incrementa 

la autofluorescencia de las células (Mohd Suah et al. 2017). Esto concuerda con 
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la Figura 12C, donde el detergente Tritón X-100, incremento en 1 logaritmo la 

fluorescencia de las células en el eje AF488. 

En las publicaciones revisadas donde mejor coeficiente de marcado (permite 

discernir mejor la población positiva de la negativa) es la fijación y 

permeabilización es el kit Cytofix/Cytoperm BD (Lonsdale et al. 2003; Lambeth 

et al., 2005, Hammarlun et al 2012) aplicable además para diversos virus. Sin 

embargo, entre los permeabilizadores revisados, el mejor resultado se obtuvo 

con el uso de saponina al 0.5%, empleando como fijador al formaldehído al 4% 

(Figura 9B). 

Obteniendo un menor marcado inespecífico y una mayor cantidad de células 

infectadas detectadas. Esto debido a que el principal componente 

permeabilizante del Kit Cytofix/Cytoperm BD es la saponina (Gerner et al., 2008) 

la cual, a la concentración utilizada, demuestra ser efectiva para el tipo celular 

utilizado.  

Guerner (2008) sintetiza, respecto a este tema, que no hay un protocolo de 

fijación y permeabilización ideal para todos los tipos celulares en la detección de 

antígenos intracelulares, este aspecto debe ser revisado para cada tipo celular 

evaluando el rendimiento de cada fijador y permeabilizador. Sin embargo, existe 

un factor común deseable, que es el mantenimiento de la forma celular durante 

el desarrollo del protocolo, hasta ser adquirida al citómetro. 
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Determinación del control de marcación para la detección de células 

infectadas por HVT 

El uso de células sanas marcadas es útil para determinar la cantidad de marcado 

inespecífico que puede aparecer por exceso de anticuerpo, de ahí la importancia 

de usar células sanas marcadas como control.  

En otra publicación hacen uso de células infectadas no marcadas como control 

(Schulze-Horsel et al., 2008), por lo cual la detección del marcado inespecífico 

por exceso de anticuerpo se debe determinar de otras maneras. En este trabajo 

se justifica el uso de este tipo de control debido a una subfluorescencia de las 

células sanas marcadas lo que indica una sobre estimación del porcentaje de 

células infectadas. Por nuestra parte hallamos dicha subfluorescencia en las 

“células infectadas no marcadas” (Anexo 18), esto debido a que este tipo de 

control no contempla la interferencia del antisuero MDV ni el anticuerpo 

secundario (AF647). Por estos motivos se determina el uso de células sanas 

marcadas como control de marcación, una vez definido esto fue posible dibujar 

el agrupamiento y determinar el porcentaje de células infectadas. 

Titulación mediante la dilución del antisuero MDV. 

El uso de la cantidad adecuada de anticuerpo primario y secundario determina 

la especificidad de la prueba pues un exceso de uno de los dos anticuerpos o de 

ambos conlleva a una sobre estimación o subestimación del porcentaje de 

células infectadas.  

La cantidad referenciada a usar para una marcación indirecta (uso de anticuerpo 

primario y secundario) es de 0.25 µg (para cada uno) por cada millón de células 

a marcar (Weaver 2000). En este estudio, el anticuerpo secundario (anti IgY 
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producido en cabra asociado a Alexa flúor 647®) tiene un valor bastante menor 

(0.03 µg), esto puede ser debido a la eficiencia del fluoróforo, además de que 

este, encuentra disponible una cantidad suficiente de antisuero MDV a la cual 

adherirse. 

La cantidad óptima de antisuero MDV fue determinado por una serie de 

diluciones. La dilución 1/3200 (Figura 13), aseguró una detección con la menor 

inespecificidad (células sanas marcadas) y la mayor detección (células 

infectadas marcadas). Este suero comercial (Charles River) no ofrece una 

concentración en mg/ml de los anticuerpos específicos, pero si garantizan su 

especificidad a MDV (Anexo 4). 

Ambos reactivos no mostraron ninguna deficiencia en la cantidad y calidad 

necesarios para detectar el incremento de células infectadas a diversas horas 

post infección (Figura 13). 

Especificidad del antisuero MDV y NDV (Charles River) para la detección 

de células infectadas con HVT. 

El uso de anticuerpos para la detección de los antígenos intracelulares en células 

infectadas suele ser de tipo monoclonal (Gervaix et al., 1997, McSharry 2000; 

Weaver 2000; Lambeth et al., 2005; Drayman y Oppenheim 2010; Grigorov et al. 

2011), sin embargo, el uso de anticuerpos policlonales no se queda atrás (Li, 

2009; Steele-Mortimer et al., 2001). Tanto anticuerpos monoclonales como 

policlonales se han usado para la detección precisa de antígeno viral, la mayor 

parte de estas publicaciones busca titular el virus y determinar cuantitativamente 

la dinámica de la infección por lo que utilizan anticuerpos monoclonales para 

proteínas de expresión temprana en la replicación viral. 
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Weaver (2000), analiza esto al usar dos anticuerpos de expresión temprana e 

intermedia, y otro anticuerpo monoclonal para una proteína de expresión tardía. 

Esto para controlar en tiempos más largos la correcta producción de determinado 

virus. En otra publicación se reporta el uso de una combinación de dos 

anticuerpos monoclonales para monitorear la producción de cepas vacúnales de 

virus de influenza (Schulze-Horsel et al., 2008). 

Debido a la falta de anticuerpos monoclonales accesibles para HVT, se decidió 

usar el antisuero MDV (Charles River) producido en animales SPF con el fin de 

garantizar que los anticuerpos solo reconozcan al patógeno MDV (control de 

calidad - Anexo 4). Este antisuero al contener anticuerpos que reconocen a 

varios antígenos de MDV (muy semejante antigénicamente a HVT) tanto de 

expresión temprana y tardía, permite dar seguimiento a todo el proceso infectivo, 

hasta que la infección decae. Para corroborar esto de manera experimental se 

usó otro suero de la misma marca, pero para diferente patógeno (NDV) (Anexo 

5), donde no se obtuvo marcado inespecífico para ninguna hora post infección 

analizada (Figura 11). 

Correlación entre la detección de células infectadas por rHVT-GPF, 

mediante el protocolo desarrollado y GFP. 

La detección y titulación de virus por citometría de flujo haciendo uso de GFP fue 

descrita con anterioridad, obteniendo una correlación alta entre los valores 

determinados por GFP y el ensayo de placa, considerado “Gold Estándar” en la 

titulación de virus (Gervaix et al., 1997; McSharry, 2000; Gueret et al., 2002; Li y 

Schat, 2004; Grigorov et al., 2011). Así la marcación de otro antígeno expresado 

intracelularmente por el virus fue marcada por el antisuero MDV y un anticuerpo 

fluorescente (AF647), detectando las células infectadas que a su vez expresan 
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GFP (Figura 15). Esto asegura que se detecte con el protocolo desarrollado, un 

porcentaje semejante al porcentaje de células infectadas que expresan GFP. Al 

comparar ambos valores se encuentra una alta correlación entre ambos 

porcentajes detectados por citometría de flujo. Esto es apreciable en la Figura 

15C, al comparar los valores obtenidos para GFP y AF647 (Anexo 19). 

En Grigorov y colaboradores (2011) se expresa que las partículas virales 

defectivas no son consideradas en la detección de células infectadas pues no 

tienen la capacidad de ser endocitadas y replicarse en el interior de la célula. 

Esto determina que solo aquellas partículas virales infectivas son detectadas. En 

el caso de HVT estas se caracterizan por contener la mayor parte del virus 

producido por la maquinaria celular secuestrada en el interior de las células. Esta 

característica explicaría, por qué los porcentajes de células infectadas 

detectadas por GFP y por el antisuero, no solo poseen una correlación lineal, 

significativa (p menor a 0.05) sino que también son porcentajes bastante 

cercanos. Al ser GFP una proteína citosólica (McGregor et al., 2013), el 

porcentaje de células detectadas obtenido será comparable al detectado al usar 

el antisuero MDV al cual mediante el protocolo aplicado, tiene acceso a los 

antígenos intracelulares. 

Detección del incremento de células DF-1 infectadas por diferentes MOI de 

HVT evaluadas en diferentes h.p.i. 

El incremento de células infectadas fue determinado en células infectadas por 

diferentes MOI a diferentes h.p.i (Schulze-Horsel et al., 2008; Weaver, 2000; 

Gueret et al., 2002), aunque también podría realizarse al infectar células con 

diferentes diluciones de virus (Lambeth et al., 2005; Grigorov et al., 2011). 

Obteniendo así una curva con la cantidad de células infectadas detectadas en 
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relación con la cantidad viral utilizada, o varias curvas si cada MOI o dilución 

utilizada es evaluada en tiempo.  

Para cada virus y tipo celular permisivo o adaptado donde se realice la expansión 

del virus, el valor obtenido variará de acuerdo con la cinética inherente a cada 

virus y célula utilizada. Así la cantidad de células infectadas detectadas puede 

variar de acuerdo con el tiempo y el efecto citopático que produzca el virus al 

lisar las células (Dilnessa y Zeleke, 2017) 

Lambeth (2005), reporta porcentajes de células infectadas, detectadas a través 

del tiempo tanto en horas como días post infección, determinando horarios donde 

el porcentaje detectado disminuye a raíz de la segunda ronda de infecciones, 

esto no es apreciable en los resultados debido a los intervalos de 24 horas 

tomados. Por lo que para evaluaciones de cinética se recomienda una toma de 

muestra en intervalos más cortos. 

En nuestro caso se logró apreciar en la figura 16, una mayor cantidad de células 

infectadas a las 72 h.p.i. y se identificó a las 96 h.p.i un decaimiento de la mayor 

parte de estas células infectadas, en este punto de tiempo, se observó también 

una gran cantidad de células muertas al momento de realizar el conteo post 

subcultivo. Ambos datos podrían indicar que a las 96 h.p.i. se halla la muerte de 

gran parte de las células y podría ser posible encontrar virus en el 

sobredanadante. 

El tipo de curva obtenido (Figura 16C) delata una dinámica de infección 

ampliamente reportado en la detección de células infectadas por virus mediante 

citometría de flujo (Gueret et al., 2002; Lambeth et al., 2005; Gates et al., 2009; 

Logan et al., 2019). 



 

61 

 

El efecto citopático generado por el virus y el desgaste de las células en cultivo 

puede incrementar la autofluorescencia de las células (Dilnessa y Zeleke, 2017), 

generando falsos positivos. Para el protocolo aquí aplicado este efecto se puede 

visualizar en la Figura 17, sin embargo, este incremento de la fluorescencia fue 

mínimo sin sobrepasar el 1% de señal falsa positiva. 

El protocolo de detección de células infectadas mediante citometría de flujo 

permite dar seguimiento al proceso de producción de cepas virales de HVT en 

cultivo celular en apenas 5 horas. Su alta correlación con el monitoreo de cultivos 

por GFP, determina un valor confiable propicio para estandarizar protocolos de 

cultivo y detectar diferencias en los lotes durante su producción. La citometría de 

flujo representa una herramienta valiosa para investigar la influencia de las 

condiciones de cultivo celular en el proceso de replicación y el rendimiento en la 

producción de cepas virales de HVT.  
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VII. CONCLUSIONES  

 

1. Los resultados obtenidos indican que, el protocolo desarrollado detecta el 

porcentaje de células infectadas presentes en la muestra, mediante 

citometría de flujo. 

2. Se determinó como óptimo para la detección de células infectadas con 

HVT, al protocolo in house que tiene como permeabilizador celular al 

detergente saponina 0.5%. Este detecta el mayor porcentaje de células 

infectadas y conserva la morfología de las células infectadas. 

3. El título del antisuero MDV, fue de 1/3200. Con un bajo registro de 

inespecificidad y una mayor detección de células infectadas con HVT. El 

antisuero MDV es específico para marcar al antígeno HVT. El antisuero 

NDV no detecta inespecificidades. 

4. Se detecta una correlación fuerte de Pearson entre el porcentaje de 

células infectadas detectadas por el protocolo desarrollado (figura 8) y las 

detectadas por GFP, en las células infectadas por rHVT-GFP.  

5. Mediante el uso del protocolo desarrollado se logró detectar el incremento 

de las células infectadas por los MOI 0.01 y 0.02; también se logró 

detectar el incremento de la infección al ser evaluadas a las 24, 48, 72 y 

96 h.p.i. 
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VIII. RECOMENDACIONES  

 

1. Determinar la especificidad del antisuero MDV con el virus IBDV. 

 
2. Realizar el seguimiento de la infección de HVT en intervalos de h.p.i. más 

cortos, a fin de comprender mejor la dinámica de la infección de HVT en 

DF-1. 

3. Utilizar este protocolo para llevar a cabo la titulación por citometría de flujo 

de diversas cepas de HVT y cualquiera de sus recombinantes.  
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X. ANEXOS  

ANEXO 1. Esquema del procedimiento de detección de células infectadas por 

citometría de flujo y ensayo de placa. Comparación del tiempo utilizado para 

obtener resultado en ambas técnicas. La técnica por citometría de flujo puede 

determinar el número de células infectadas y el incremento de la infección. El 

gráfico fue construido teniendo en base lo expresado en Lambeth (2005).  
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ANEXO 2. Detección y titulación por FACS del virus de influenza en células 

PER.C6 (Lonsdale et al., 2003). (A) Representación esquemática del 

procedimiento. (B) Gráficos FACS resultantes de la infección de PER.C6 con 

diluciones víricas seriadas (gráfico 1/6). El cuadrante superior derecho de cada 

gráfico representa el NP (C) Se representa gráficamente el número de células 

infectadas (porcentaje) frente a las diluciones utilizadas. Se calcula la dilución 

que infecta al 50% de las células. 
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ANEXO 3. Permeabilización de células para marcar moléculas internas (Jamur 

& Oliver, 2009). Células RBL-2H3 cultivadas no permeabilizadas (a) y 

permeabilizadas con acetona (b) durante 5 min a -20 ° C. Sin permeabilización, 

no hay inmunotinción. Sin embargo, después de la permeabilización, el 

anticuerpo tiene acceso al antígeno y al inmunomarcador de las células. 
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Anexo 4. Certificado de análisis del antisuero aviar para la enfermedad de Marek 

(MDV) de la casa comercial “Charles River”. Con altos niveles de actividad 

neutralizante y probados para la aplicación como inmunodifusión, inhibición de 

la hemaglutinación (HI) e inmunotransferencia. El análisis incluye más de 40 

pruebas la cual confirma la especificidad (Avian Antigens & Antisera | Charles 

River, 2021). 
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Anexo 5. Antisuero aviar NewCastle (NDV) Charles River. Los antisueros 

estandarizados se producen para obtener altos niveles de actividad 

neutralizante, pero también se han utilizado para otras aplicaciones de 

laboratorio como inmunodifusión, inhibición de la hemaglutinación (HI) e 

inmunotransferencia. Se realizan más de 40 pruebas en cada antisuero y se 

proporciona una hoja de control de calidad que confirma la especificidad aquí 

presentada (Avian Antigens & Antisera | Charles River, 2021) 
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Descongelamiento

•Retirar del nitrógeno

liquido (cámara fría).

Descongelar 41ºC. Lavar

con DMEM 10% SBF.

•Contar y verter a un

Flask T-75. Realizar el

cambio de medio.

Subcultivo

•Retirar las células con

Tripsina-EDTA, incubar.

•Agregar DMEM 10%SBF.

Resuspender y

determiniar la

concentración de células

obtenidas.

Cultivo

•Agregar 1.5 x 106 células

en un flask T-75. Incubar

por 48 h.

•Realizar el subcultivo,

contar. Para realizal el

protocolo de detección

por FACS, separar 1 x 106

células en tubos.

ANEXO 6. Flujograma de trabajo para el descongelamiento y cultivo de células 

DF-1. Las imágenes describen procesos desarrollados en los “Laboratorios de 

Investigación y Desarrollo FARVET”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 7. Preparación del medio DMEM. Para el cultivo de células DF-1. 

El medio DMEM en polvo (HyClone-SH30004.04), se diluye en 1 L de agua 

ultrapura (MilliQ). 

DMEM/F12………………………………………………...……….……15.6 g 

Bicarbonato de Sodio (Sigma)………………………………………….1.2 g 

El pH se regula a 7.2 con la solución de Ácido Clorhídrico (HCl) 1N. En una 

cabina de flujo laminar pasar la totalidad del medio con un filtro de 0.22 µm. 

Para suplementar el medio, se agrega 1 ml de suero bovino fetal (SBF) por cada 

10 mL de medio DMEM (DMEM + 10%SBF).  
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ANEXO 8. Imágenes guía para determinar el momento de subcultivo a una 

densidad saludable (70 -80% de confluencia). En las imágenes a la derecha se 

muestra a las células justo después de cultivar las células (después de 

subcultivar). A la izquierda se muestra justo antes de ser subcultivadas. 

 

 

 

 

 

 

ATCC® CCL-61™ a baja densidad ATCC® CCL-61™ a alta densidad 

ATCC® ANIMAL CELL CULTURE GUIDE-tips and techniques for continuous cell lines [Ebook] (1st ed., pp. 6-7). Recuperado de: 

https://www.atcc.org/~/media/PDFs/Culture%20Guides/AnimCellCulture_Guide.ashx). 
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ANEXO 9. Tabla de datos utilizados para el cultivo de células DF-1, tanto 

infectadas (rHVT y HVT) como sanas. De acuerdo al formato de Plato de cultivo 

o Flask se tiene los datos de: área de superficie de cultivo, número de células al 

inicio del cultivo, número de células al final del cultivo, medio de cultivo (ml) 

necesario y cantidad necesaria de Tripsina EDTA (ml) para retirar las células al 

finalizar el cultivo. 

POE-LICM-017 Cultivo de células DF-1 

  

Formato de  
Área de 

superficie 
(cm2) 

# Cel. 
inicio del 
cultivo 
(x106) 

# Cel. 
final del 
cultivo 
(x106) 

Medio de 
Cultivo 

(ml) 

Tripsina 
EDTA (ml) 

 Platos de Cultivo                                                   24 horas 
6 pozos 9 1 1.8 – 2.3 2 2 

12 pozos 4 0.5 0.9  - 1 1 1 
24 pozos 2 0.25 0.45 - 

0.56 
0.5 0.5 

96 pozos 0.1 0.05 0.09 - 
0.12 

0.1 0.020 

Flask                                                                      48 horas 
T-25 25 0.4 1.4 – 2 5 1 
T-75 75 1 3.1 – 4 15 3 

T-225 225 3 12.2 - 15 50 10 
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ANEXO 10. Datos del cultivo de células DF-1 sanas, producto del cultivo de las 

células descongeladas, aptas para su uso. Estos datos son obtenidos del cultivo 

de cierto número de células iniciales (#CEL AL INICIO e6 (C0)), estos se llevaron 

a cabo en el Flask T-75 durante 48 horas de incubación a 40ºC, 5% CO2. 

Mediante el subcultivo se obtiene un número de células finales (#CEL AL FINAL 

e6 (Cf)), con base a estos datos se obtienen el Tiempo de Duplicación (TD) y el 

coeficiente del porcentaje especifico de crecimiento celular (µ). 
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ANEXO 11. Hoja de datos técnicos, kit Cytofix/Cytoperm BD Solución de Fijación 

y Permeabilización BD™. Aquí se expresa la descripción del producto y un 

protocolo de su uso recomendado (BD Cytofix/Cytoperm™ 

Fixation/Permeablization Kit, 2021). 
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ANEXO 12. Preparación de reactivos para la determinación del protocolo de 

detección y la elección del mejor permeabilizador celular. 

Kit Cytofix/Cytoperm BD (Cat. No. 554714) 

• DPBS-Buffer fosfato salino de Dulbecco 1X (Sigma D5652): Se diluye en 

un 1 L de agua ultrapura (MilliQ), 9.6 g de DPBS (Sigma). Pasar la 

totalidad por un filtro de 0.22 µm. Almacenar solución de trabajo a 4 °C. 

• BD Perm/Wash™ buffer 1X: La solución BD Perm/Wash™ Buffer 10X 

(Cat. No. 554714), se diluye 1:10 con agua ultrapura (MilliQ), para obtener 

esta solución de trabajo a 1 X. 

• BD Perm/Wash buffer 1X +5% de Suero Normal de Ratón (NMS): Por 

cada 1 ml de BD Perm/Wash buffer 1X, se agregó, en esterilidad, 50 µl de 

suero normal de ratón. 

• BD Perm/Wash buffer 1X +5% de Albumina de Suero Bovino (BSA): Se 

diluyo 5 g de BSA en 100 ml de BD Perm/Wash buffer 1X. Almacenar a 4 

ºC hasta el momento de uso. 

Protocolo con Saponina 0.5%- In House 

• DPBS-Buffer fosfato salino de Dulbecco 1X (Sigma D5652): Se diluye en 

un 1 L de agua ultrapura (MilliQ), 9.6 g de DPBS (Sigma). Pasar la 

totalidad por un filtro de 0.22 µm. Almacenar solución de trabajo a 4 °C. 

• Formaldehído al 4%: Se diluye 540 µl de Formaldehído en solución aprox. 

37% (Merk) en un 5 mL de DPBS. Se almacena a 4 °C, hasta el momento 

de uso. 
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• DPBS + 5% de suero bovino fetal (SBF): Por cada 10 ml DPBS se agrega 

0.5 ml de suero bovino fetal en esterilidad. Almacenar a 4 °C, verificar su 

contaminación, antes del uso. 

• Saponina 0.5%: Se diluye 0.25 g de saponina en 5 ml de DPBS. Estos 5 

ml, agregando 45 ml de DPBS. Se almacena a 4 °C. 

• Saponina 0.5% + 5% de Albumina de Suero Bovino (BSA): Se diluyo 5 g 

de BSA en 100 ml de Saponina 0.5%. Almacenar a 4 ºC hasta el momento 

de uso. 

 

Protocolo Tritón X-100 0.5% - In House 

• DPBS-Buffer fosfato salino de Dulbecco 1X (Sigma D5652): Se diluye en 

un 1 L de agua ultrapura (MilliQ), 9.6 g de DPBS (Sigma). Pasar la 

totalidad por un filtro de 0.22 µm. Almacenar a 4 °C. 

• Formaldehído al 4%: Se diluye 540 µl de Formaldehído en solución aprox. 

37% (Merk) en un 5 mL de DPBS. Se almacena a 4 °C, hasta el momento 

de uso. 

• DPBS + 5% de Suero bovino Fetal (SBF): Por cada 10 ml DPBS se agrega 

0.5 ml de suero bovino fetal en esterilidad. Almacenar a 4 °C, verificar su 

contaminación, antes del uso. 

• Tritón X-100 al 0.5%: Se diluyo 5 µl de Tritón X-100 en 1 ml de DPBS. 

Mezclar por inversión. 

• DPBS + 5% suero normal de ratón (NMS): Se agregó 50 µl de NMS a 1 

ml de saponina 0.5%. Mezclar al vortex. 
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ANEXO 13. Preparación de reactivos para el “protocolo de detección de células 

DF-1 infectadas con HVT por citometría de flujo (protocolo in house)” 

• DPBS-Buffer fosfato salino de Dulbecco 1X (Sigma D5652): Se diluye en 

un 1 L de agua ultrapura (MilliQ), 9.6 g de DPBS (Sigma). Pasar la 

totalidad por un filtro de 0.22 µm. Almacenar solución de trabajo a 4 °C. 

• Formaldehído al 4%: Se diluye 540 µl de Formaldehído en solución aprox. 

37% (Merk) en un 5 mL de DPBS. Se almacena a 4 °C, hasta el momento 

de uso. 

• Saponina 0.5%: Se diluye 0.25 g de saponina en 5 ml de DPBS. Estos 5 

ml, agregando 45 ml de DPBS. Se almacena a 4 °C. 

• Solución de bloqueo y permeabilización (Saponina 0.5%+ 5% suero 

normal de ratón): Se agregó 50 µl de NMS a 1 ml de saponina 0.5%. 

Mezclar al vortex. 
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Anexo 14: Información de producto. Saponina purificada de Quillaja Bark 

(Prod.No. S4521-Sigma) (Saponin Quillaja sp. Sapogenin content 20-35 % | 

Sigma-Aldrich, 2021). 
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ANEXO 15. Estrategia de análisis y agrupamiento para los datos de citometría 

de flujo tanto para HTV como para las células con GFP. 
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ANEXO 16. Titulación del antisuero para la enfermedad de Marek (MDV), usando 

el “protocolo de detección de células DF-1 infectadas con HVT por citometría de 

flujo (protocolo in house, figura 8)”. El anticuerpo secundario Alexa Flúor® 647 

fue utilizado a una dilución de 1/1600. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

92 

 

ANEXO 17: Determinación de la especificidad del antisuero MDV y NDV para la 

detección de células infectadas por HVT mediante el “protocolo de detección de 

células DF-1 infectadas con HVT por citometría de flujo (protocolo in house)” 

(Figura 8). 
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ANEXO 18: Análisis de los datos adquiridos al citómetro controles sanos y 

células infectadas con HVT y células infectadas no marcadas. La marcación por 

el protocolo in house (saponina 0.5%), Se parecía también la fluorescencia que 

se halla en las células infectadas sin marcar. Gráfico obtenido del software de 

análisis Kaluza (APC=AF647). 
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ANEXO 19: De los 3 pasajes realizados en el cultivo de células DF-1 infectadas 

con rHVT-GFP se tomó una muestra del primer pasaje (REP1), dos muestras del 

pasaje 2 y 3 (REP 1 y REP 2) estas fueron observadas por microscopia de 

fluorescencia (Figura 9), antes de ser retiradas y marcadas. En este gráfico se 

observa la detección por citometría de flujo del porcentaje de células positivas a 

GFP y detectadas por el antisuero + anticuerpo secundario 647 ambos valores 

resultantes comprenden valores similares. 
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ANEXO 20: Gráfico de puntos entre el porcentaje de las células con expresión 

de GFP y el porcentaje de células detectadas con HVT por el antisuero MDV 

mediante citometría de flujo. 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 21: Tabla con los valores obtenidos después del análisis de correlación 

de Pearson (GraphPad Prism v.6) entre los porcentajes de células positivas a 

GFP vs las detectadas por el antisuero MDV y el anticuerpo secundario AF647.  

 
GFP. 
vs. 

AF647. 
Pearson r  

r 0,9557 
95% intervalo de confianza 0,4682 to 0,9972 
R cuadrado 0,9134 
P valor  
P (dos-colas) 0,0111 
Resumen del valor P * 
Significante? (alfa = 0.05) Yes 
 

 
Numero de pares XY 5 

 


