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RESUMEN

Inmunizando un grupo de diez gallinas de postura raza Lohmann de 16 semanas de edad con parvovirus
canino (CPV) cepa vacunal, se obtuvieron anticuerpos IgY policlonales contra CPV en yema de huevo.

En la extracción de los anticuerpos de la yema se requirieron dos pasos, el primero para la remoción de
lípidos y el segundo para la precipitación de proteínas. Para la remoción de lípidos se usó el método
PBS:Cloroformo y para la precipitación de los anticuerpos solubles (Inmunoglobulinas-IgY) se usó el
método de salting-out con sulfato de amonio ((NH

4
)

2
SO

4
). La evaluación del proceso se efectuó emplean-

do el método comercial estándar “EGGstract IgY Purification System®” de PROMEGA.

La metodología empleada permitió la obtención de anticuerpos IgY policlonales contra CPV a partir de
yema de huevo de gallina en concentraciones altas por mililitro de yema, con una pureza aceptable y
títulos altos; los resultados fueron comparables con el método comercial.

Palabras claves: anticuerpos de gallina; deslipidación; IgY; Parvovirus canino; precipitación; yema de
huevo.

ABSTRACT

After immunizing a group of ten 16-week old laying hens of the Lohmann breed with a canine parvovirus
(CPV), vaccine strain, polyclonal IgY antibodies were obtained against CPV in the egg yolk. For the
extraction of the antibodies from egg yolk, the two steps of lipid removal and protein precipitation were
performed; the first with the chloroform PBS technique and he second by salting-out with ammonium
sulfate (NH

4)2
SO

4) 
for the precipitation of the soluble antibodies (IgY Immunoglobulins). The standard

commercial method, “EGGstract IgY Purification System®” from PROMEGA, was used for the evaluation
of the process. The methodology used permitted the obtaining of polyclonal IgY antibodies against CPV
from chicken egg yolks in high concentrations per milliliter of yolk, with an acceptable purity and high
titers. The results were comparable with the commercial method.
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INTRODUCCIÓN

Además de la importancia que la produc-
ción de anticuerpos (Ac) tiene en la terapia
médica, los anticuerpos policlonales y
monoclonales son de gran interés en el diag-
nóstico y la investigación científica; por
tanto, hoy en día se hace más exigente no
solo su calidad sino también la metodolo-
gía empleada para su producción (Schade,
R., et al. 1996).

La producción de Ac requiere normalmen-
te del uso de animales de laboratorio (co-
nejo, ratón, rata, etc.) o de animales de
mayor tamaño (cabra, oveja, caballo, etc.).
Goueli en 1990, sostuvo que los métodos
de obtención de inmunoglobulinas por in-
munización de animales de laboratorio
como conejos, ratones, cobayos, equinos,
cabras, etc., son más complejos que la pro-
ducción de los mismos en aves, pues estos
métodos son generalmente invasivos, y en
la mayoría de los casos llevan a la muerte
del animal.

El uso de aves en la producción de
anticuerpos policlonales se ha reconocido
en las últimas décadas (Polson et al., 1980;
Jensenius et al., 1981), cobrando mayor
demanda hoy día.

La distancia filogenética que existe entre
las aves y los mamíferos resulta potencial-
mente ventajosa para la producción de un
alto porcentaje de anticuerpos específicos
contra antígenos mamíferos o de antígenos
patógenos (Jensenius et al., 1981; Akita y
Nakai, 1992); por otro lado, también se re-
fina el proceso mismo de producción,
remplazando el sangrado de los animales
por la deslipidación de yema de huevo para
la liberación de la inmunoglobulina que es
soluble.

La alta concentración de inmunoglobulinas
aviares (IgY) presente en la yema de huevo

con respecto al suero (Larsson et al., 1993),
invita a disminuir el uso de otros animales
en este proceso.

La vía de inmunización, la cantidad de
antígeno a usar y la cinética de generación
de anticuerpos en aves, con el propósito
de obtener inmunoglobulina IgY, se com-
para con la usada en conejos (Song et
al., 1985).

Varios métodos han sido descritos para la
purificación de IgY a partir de yema de
huevo de gallina (Polson et al., 1980,
Jensenius et al., 1981, Akita y Nakai, 1992
y 1993; Hassl y Hatta et al., 1988); común-
mente estos protocolos emplean el fraccio-
namiento de proteínas por técnicas como
salting-out, precipitación alcohólica,
cromatografía de intercambio iónico,
electroforesis, etc., que generalmente se las
emplea en forma combinada para obtener
mejores resultados.

El trabajo buscó obtener anticuerpos
policlonales IgY contra el parvovirus cani-
no (CPV) en yema de huevo, inmunizando
gallinas de raza Lohmann con virus vacunal
de parvo virus canino.

MATERIALES Y MÉTODOS

Inmunización

Vía intramuscular (I.M.) se inmunizaron
diez gallinas de 16 semanas de edad de raza
Lohmann, según el esquema estándar enun-
ciado por Schade et al. (1996), en el que se
aplicaron 4 inoculaciones por ave de 150
µg/dosis de proteína viral, con un interva-
lo entre aplicación de 7 días cada uno. La
primera inoculación fue una mezcla a vo-
lúmenes iguales de antígeno con adyuvante
completo de Freund (Difco) (volumen
f inal de 0.5ml), el virus vacunal de
parvovirus canino (Vacuna Parvovirus Ca-
chorros – virus vivo modificado Cepa NL
35-D, con título de 106.5 TCID

50 
por dosis

 
–
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FIRST DOSE CPV* de Pfizer, fue usado
como antígeno para este protocolo.

Al día 56 de la primera inoculación se co-
secharon los huevos para la extracción de
los anticuerpos propósito.

Extracción de IgY de yema de huevo

El proceso involucró tres pasos; el pri-
mero, liberación manual de la yema de la
ovalbumina y de la membrana que la
recubre; el segundo, la remoción de los
lípidos de la yema, y el tercero, la precipi-
tación de la proteína IgY.

Para la remoción de lípidos se empleó el
método descrito por Polson (1990), en el
que se mezcló un volumen de yema por
tres volúmenes de suspensión PBS- cloro-
formo (un volumen de cloroformo por tres
volúmenes de PBS pH 7.2), la suspensión
luego fue sometida a vortex por 5 minutos,
posteriormente centrifugada a 3000g por
15 minutos a 4°C y finalmente, la fase acuo-
sa fue recuperada en un tubo nuevo.

Precipitación de IgY por salting-out

Sobre la fase acuosa recuperada en el pro-
ceso anterior, se adicionó lentamente en
agitación constante a 4°C un volumen
igual de solución al 50% de saturación de
sulfato de amonio (NH

4
)

2 
SO

4
 en PBS pH

7.2, la agitación y la temperatura fueron
mantenidas sobre la mezcla final durante
toda la noche; al día siguiente, se centrifugó
a 4°C por 20 minutos a 3000g para cose-
char el precipitado proteico; el sobrenadante
se descartó y el precipitado se reconstituyó
en PBS 1X pH 7.2 a un volumen igual al
inicialmente tomado de yema; este se pre-
cipitó nuevamente con una solución al 30%
de saturación con (NH

4
)

2 
SO

4
 y luego éste

se sometió a diálisis contra PBS 0.5X pH
7.2 a 4ºC, realizándose seis cambios de
buffer en un período de 24 horas.

Cuantificación de proteínas

La concentración de las proteínas extraí-
das de la yema de huevo fue determinada
por el método de Bradford (1976), usando
albúmina sérica bovina fracción V como
control estándar (Sigma).

La lectura fue hecha a 595 nm en un
espectrofotómetro Bio-Rad® (Modelo
3550).

Electroforesis de proteínas

Para determinar la presencia de proteína IgY,
se empleó una electroforesis no reductora
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7%
según la metodología descrita por Laemmli
(1970).

Se sembraron 10µg de proteína total por
pozo en buffer de carga 1X no reductor, y
como control se usó una inmunoglobulina
IgY comercial (PROMEGA®) y un marca-
dor de peso molecular para proteína de 6 a
200 KD de SIGMA® (Ref. M3788).

El corrido electroforético fue hecho en una
cámara Hoefer a 100 V, 50 mA y 15 W por
una hora a 4°C; finalmente, las proteínas
fueron reveladas por tinción del gel con
Coomasie blue R-250 de SIGMA®.

Titulación del anticuerpo anti-CPV

Para determinar el título de IgY anti-CPV
se utilizó el método de Inhibición de la
Hemoaglutinación (IH) en placa de la si-
guiente manera; a partir del extracto de IgY
anti-CPV obtenido, se prepararon dilucio-
nes seriadas de 50 µl desde 1:2 hasta 1:4096
en una placa de 96 pozos de fondo en U, a
cada una, les fue adicionado 50 µl con 8
unidades hemoaglutinantes de antígeno
(Carmichael, 1980), posteriormente, la pla-
ca se incubó a temperatura ambiente por
una hora, al cabo de la cual se agregó a
cada pozo 50 µl de una suspensión al 1%
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de glóbulos rojos de cerdo en buffer HA y
la lectura fue hecha 4 horas después.

RESULTADOS

Obtención de IgY

El proceso de inmunización citado por
Schade et al. (1996) resultó de gran
aplicabilidad para la obtención de IgY en
yema de huevo; el método mostró produc-
ción de anticuerpos contra el parvovirus
canino a la segunda semana de aplicado el

esquema; sin embargo, se alcanzó una con-
centración óptima al día 56 de iniciado éste.

La separación de la inmunoglobulina aviar
de 180 Kd, que coincide con lo descrito
por Leslie et al. (1969), del resto de las pro-
teínas solubles se logró por precipitación
con sulfato de amonio al 50% y 30% de
saturación; sin embargo, este método por
si sólo no fue suficiente para obtener una
proteína completamente pura, como se
pudo observar en la electroforesis no
reductora SDS-PAGE del 7% (Fig. 1).

FIGURA  1



41

Enero-junio de 2005

Después del tratamiento, se obtuvo una
concentración de 21,7 mg de proteína so-
luble por mililitro de yema, determinada
por el método de Bradford.

Por el método de inhibición de la
hemoaglutinación (IH) se obtuvo un título
de IgY anti–CPV de 1:1024.

DISCUSIÓN

Esquema de inmunización

La obtención de IgY a partir de yema de
huevo de gallina, resulta ser un método al-
ternativo en las ciencias biomédicas
(Manouchehr & Pharm, 2002) por los ba-
jos costos, ya que se reduce el sufrimiento
del animal implicado, pues no se requiere
la colección de sangre, sino que se ob-
tiene una gran cantidad de anticuerpos
policlonales específicos a partir de la yema
de huevo.

El esquema de inmunización empleado en
el estudio fue de 56 días, en el que se aplica-
ron 4 dosis intramusculares a un volu-
men final de 0,5 ml; el método mostró
producción de anticuerpos contra
Parvovirusis canino a la segunda semana
post-inoculación; sin embargo, la óptima
concentración se halló al día 56 de inicia-
do el esquema. Diferentes métodos de in-
munización aplicados en gallinas son
reportados en la literatura; intramuscular
(Akita y Nakai, 1993), intrabursal subcutá-
neo (Svendsen, 1995) y oral, como también
se ha reportado que las aves sufren
inflamaciones y desarrollan granulomas en
las áreas de inoculación (Svendsen, 1996).
La vía de inoculación aplicada a las aves
en este trabajo (I.M.) no causó ningún ma-
lestar, ni proceso inflamatorio, debido a que
se respetó un volumen por dosis modera-
damente bajo para la especie, resultado que
fue congruente con lo reportado por
Gassman et al. (1990).

Extracción de IgY a partir de yema de
huevo

La literatura reporta varios métodos de
obtención de anticuerpos tipo IgY, in-
cluyendo los métodos comercialmente dis-
ponibles como el Kit EGGstract IgY
Purification System® de Promega, el cual
resulta ser un método relativamente costo-
so pero eficiente y ventajoso al reducir el
tiempo de extracción, en los que se siguen
cuatro pasos fundamentales: remoción
total de la albúmina, extracción de la
membrana de la yema, extracción de las
lipoproteínas y lípidos de la yema y aisla-
miento de la IgY (Alarcón, 2000). El estu-
dio siguió el mismo proceso mencionado.

El método de deslipidación aplicado a la
yema de huevo en este trabajo (PBS: Clo-
roformo en relación 1:3), resultó eficiente
y no produjo daño alguno sobre la proteí-
na de interés. Este método tiene la ventaja
de no requerir ambientes exigentes, ya que
maneja volúmenes relativamente bajos de
cloroformo. Una metodología similar, sólo
que remplazando el PBS por Metanol fue
usada con iguales resultados por Wessel et
al. (1984) y Yokoyama et al. (1992).

El cloroformo puede llegar a remplazar a
un componente muy empleado en la ex-
tracción de IgY como es el Dextran sulfato,
ya que su porcentaje de pureza es muy si-
milar (70-90%) (Ntakarutimana, 1992).

El sulfato de amonio para la precipitación
de IgY, se emplea generalmente entre un
30% a un 36% de saturación (Akita and
Nakai, 1993; Crosby et al., 1994). En este
trabajo, la precipitación de la IgY resulto
muy eficiente al usar un porcentaje de sa-
turación de sulfato de amonio a pH 7.2 pri-
mero del 50% seguida de una del 30%; Sin
embargo, este procedimiento por sí solo,
no es suficiente para obtener una proteína
totalmente purificada. En comparación con
el kit de Promega, los resultados mostraron
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que este puede ser ocasionalmente susti-
tuido por el método de salting-out, en ca-
sos de no requerirse una alta pureza de la
proteína (datos no mostrados).

Dependiendo del uso que se dé a la IgY, se
hace necesario o no aplicar otros métodos
de purificación más eficientes como la
cromatografía de afinidad en columna.

CONCLUSIONES

• La metodología empleada es eficiente
y económica para la obtención de
anticuerpos policlonales IgY contra
parvovirus canino.

• El uso de cloroformo como deslipidante,
disminuye el tiempo de proceso y per-
mite un alto grado de deslipidación, li-
berando de las grasas de la yema las
proteínas solubles; además, este solven-
te orgánico no alteró estructural ni
funcionalmente las proteínas IgY.

• La diálisis aplicada a las proteínas pre-
cipitadas por metodologías como el
salting-out, garantiza que estas que-
den libres de sales, lo que no sucede
con métodos en los que se usa el
polietilenglicol.

• La precipitación con sulfato de amonio,
a pesar de haber mostrado resultados
electroforéticos bien definidos para la
inmunoglobulina aviar de 180Kd, no
asegura un proceso completo de purifi-
cación del anticuerpo IgY, lo que hace
necesaria la aplicación de otros proce-
dimientos complementarios como la
cromatografía de afinidad.
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