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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 extraccion de los anticuerpos de la yema se requirieron dos pasos, el primero para la remocion de
lipidos y el segundo para la precipitaciéon de proteinas. Para la remocion de lipidos se us6 el método
PBS:Cloroformo y para la precipitacion de los anticuerpos solubles (Inmunoglobulinas-IgY) se usé el
método de salting-out con sulfato de amonio ((AD,). La evaluacion del proceso se efectué emplean-

do el método comercial estandar “EGGstract IgY Purification Systelen PROMEGA.

La metodologia empleada permitio la obtencién 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
titulos altos; los resultados fueron comparables con el método comercial.

Palabras claves:anticuerpos de gallina; deslipidacion; IgY; Parvovirus canino; precipitacién; 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 (NI—L)ZSOA) 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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INTRODUCCION con respecto al suero (Larsseinal, 1993),

i . . invita a disminuir el uso de otros animales
Ademas de la importancia que la produc-gp este proceso.

cién de anticuerpos (Ac) tiene en la terapia

medica, los anticuerpos policlonales y| 3 yja de inmunizacion, la cantidad de
monoclonales son de gran interés en el diagantigeno a usar y la cinética de generacion

tanto, hoy en dia se hace mas exigente n@e obtener inmunoglobulina IgY, se com-
solo su calidad sino también la metodolo-para con la usada en conejos (Satg

gia empleada para su produccion (Schadey) 1985).
R., et al. 1996).

Varios métodos han sido descritos para la
La produccion de Ac requiere normalmen- purificacion de IgY a partir de yema de
te del uso de animales de laboratorio (co-huevo de gallina (Polsort al., 1980,
nejo, raton, rata, etc.) o de animales deJenseniuet al, 1981, Akita y Nakai, 1992
mayor tamafio (cabra, oveja, caballo, etc.).y 1993; Hassl y Hattat al, 1988); comun-
Goueli en 1990, sostuvo que los métodosmente estos protocolos emplean el fraccio-
de obtencion de inmunoglobulinas por in- namiento de proteinas por técnicas como
munizacion de animales de laboratoriosalting-out, precipitacién alcohélica,
como conejos, ratones, cobayos, eqUinOSc:romatografia de intercambio iénico,
cabras, etc., son mas complejos que la proelectroforesis, etc., que generalmente se las
duccién de los mismos en aves, pues estosmplea en forma combinada para obtener
metodos son generalmente invasivos, Yy efimejores resultados.
la mayoria de los casos llevan a la muerte
del animal. El trabajo busc6 obtener anticuerpos
policlonales IgY contra el parvovirus cani-
El uso de aves en la produccion deno (CPV) en yema de huevo, inmunizando
anticuerpos policlonales se ha reconocidogallinas de raza Lohmann con virus vacunal
en las Ultimas décadas (Polsetnhal, 1980; de parvo virus canino.
Jenseniuet al, 1981), cobrando mayor
demanda hoy dia. MATERIALES Y METODOS

La distancia filogenética que existe entre!NMunizacion

las aves y los mamiferos resulta potencialy;i5 intramuscular (I.M.) se inmunizaron

mente ventajosa para la produccion de uryie, gallinas de 16 semanas de edad de raza
alto porcentaje de anticuerpos espeuﬂcosLohmann' segin el esquema estandar enun-
conFra antigenos m_aml’feros o de a_ntigenoaado por Schadet al (1996), en el que se
patogenos (Jensenies al, 1981; A,k'ta y aplicaron 4 inoculaciones por ave de 150
Nakai, 1992); por otro lado, también se re'ug/dosis de proteina viral, con un interva-

fina el proceso mismo de produc_(:lon, lo entre aplicacién de 7 dias cada uno. La
remplazando el sangrado de los animales,imera inoculacion fue una mezcla a vo-

por la de.sl'lpldauon. de yema de.huevo P4 imenes iguales de antigeno con adyuvante
la liberacion de la inmunoglobulina que escompleto de Freund (Difco) (volumen

soluble. final de 0.5ml), el virus vacunal de

. . _ parvovirus canino (Vacuna Parvovirus Ca-
La alta concentracion de inmunoglobulinas chorros — virus vivo modificado Cepa NL

aviares (IgY) presente en la yema de huevess.p con titulo de 10 TCID,, por dosis-
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FIRST DOSE CPV* de Pfizer, fue usado Cuantificacion de proteinas

como antigeno para este protocolo. B ) )
La concentracion de las proteinas extrai-

Al dia 56 de la primera inoculacion se co- das de Ia} yema de huevo fue determinada
secharon los huevos para la extraccion d@OF € método de Bradford (1976), usando
los anticuerpos propdsito. albumina sérica bqvma fraccion V como
control estandar (Sigma).
Extraccion de IgY de yema de huevo
La lectura fue hecha a 595 nm en un
El proceso involucré tres pasos; el pri- espectrofotometro Bio-R&d(Modelo
mero, liberacién manual de la yema de la 3550).
ovalbumina y de la membrana que la
recubre; el segundo, la remocién de losElectroforesis de proteinas
lipidos de la yema, y el tercero, la precipi-

tacién de la proteina IgY. Para determinar la presencia de proteina IgY,

se empled una electroforesis no reductora
. . . _en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7%
Para la remocion de lipidos se empled el

método descrito por Polson (1990), en o/589un la metodologia descrita por Laemmli

. (1970).
que se mezclé un volumen de yema por

tres volumenes de suspensiéon PBS- cIoro-S b 10ud d teina total
formo (un volumen de cloroformo por tres € sembraron ~9Ug de proteina total por

volimenes de PBS pH 7.2), la suspensiérPozo en buffer de ci':lrga l.X no rEd”CtOF y
. . como control se us6 una inmunoglobulina
luego fue sometida a vortex por 5 minutos,

. . IgY comercial (PROMEGA) y un marca-
posteriormente centrifugada a 3000g por .
: . . dor de peso molecular para proteina de 6 a
15 minutos a 4°C y finalmente, la fase acuo-

200 KD de SIGMA (Ref. M3788).
sa fue recuperada en un tubo nuevo.

El corrido electroforético fue hecho en una
camara Hoefer a 100 V, 50 mA y 15 W por

Sobre la fase acuosa recuperada en el prdina hora a 4°C; finalmente, las proteinas
ceso anterior, se adiciond lentamente edU€ron reveladas por tincion del gel con
agitacién constante a 4°C un volumenC00masie blue R-250 de SIGMA

igual de solucion al 50% de saturacion de_ » . .

sulfato de amonio (N, SO, en PBS pH Titulacion del anticuerpo anti-CPV

7.2, la agitacion y la temperatura fueronp, s determinar el titulo de IgY anti-CPV
mantenidas sobre la mezcla final durante

-1 TS SHaitse utilizo el método de Inhibicion de la
toda la noche; al dia siguiente, antrifugé Hemoaglutinacién (IH) en placa de la si-

a 4°C por 20 minutos a 30009 para coseyyiente manera; a partir del extracto de IgY
char el precipitado proteico; sbbrenadante  anti-Cpv obtenido, se prepararon dilucio-
se descarto y el precipitado se reconstituythes seriadas de 50 pl desde 1:2 hasta 1:4096
en PBS 1X pH 7.2 a un volumen igual al en yna placa de 96 pozos de fondo en U, a
inicialmente tomado de yema; este se prezada una, les fue adicionado 50 pl con 8
cipité nuevamente con una solucion al 30%ynidades hemoaglutinantes de antigeno
de satura_c,ién con (N) SO, y luego éste  (Carmichael, 1980), posteriormente, la pla-
se sometid a dialisis contra PBS 0.5X pHca se incub6 a temperatura ambiente por
7.2 a 4°C, realizandose seis cambios dqina hora, al cabo de la cual se agregé a
buffer en un periodo de 24 horas. cada pozo 50 pl de una suspension al 1%

Precipitacion de IgY por salting-out
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de glébulos rojos de cerdo en buffer HA y esquema; sin embargo, se alcanzd una con-

la lectura fue hecha 4 horas después. centracion optima al dia 56 de iniciado éste.

RESULTADOS La separacion de la inmunoglobulina aviar
de 180 Kd, que coincide con lo descrito

Obtencion de IgY por Leslieet al. (1969), del resto de las pro-

teinas solubles se logré por precipitacion
El proceso de inmunizacién citado por con sulfato de amonio al 50% y 30% de
Schadeet al. (1996) result6 de gran saturacién; sin embargo, este método por
aplicabilidad para la obtencién de IgY ensi s6lo no fue suficiente para obtener una
yema de huevo; el método mostr6 produc-proteina completamente pura, como se
cion de anticuerpos contra el parvoviruspudo observar en la electroforesis no
canino a la segunda semana de aplicado ekductora SDS-PAGE del 7% (Fig. 1).

Ficura 1
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Después del tratamiento, se obtuvo unaExtracciéon de IgY a partir de yema de
concentracion de 21,7 mg de proteina sohuevo
luble por mililitro de yema, determinada

por el método de Bradford. La literatura reporta varios métodos de

obtencion de anticuerpos tipo IgY, in-
cluyendolos métodos comercialmente dis-
ponibles como el Kit EGGstract IgY
Purification Systerh de Promega, el cual
resulta ser un método relativamente costo-
so pero eficiente y ventajoso al reducir el
tiempo de extraccion, en los que se siguen
cuatro pasos fundamentales: remocion
total de la albimina, extraccién de la
La obtencién de IgY a partir de yema de membrana de la yema, extraccion de las
huevo de gallina, resulta ser un método allipoproteinas y lipidos de la yema y aisla-
ternativo en las ciencias biomédicasmiento de la IgY (Alarcon, 2000). El estu-
(Manouchehr & Pharm’ 2002) por los ba- dio Slgulé el mismo proceso mencionado.
jos costos, ya que se reduce el sufrimiento

del animal implicado, pues no se requiereEl método de deslipidacion aplicado a la
la coleccion de sangre, sino que se obYema de huevo en este trabajo (PBS: Clo-
tiene una gran cantidad de anticuerposmformo en relacion 1:3), resulté eficiente

policlonales especificos a partir de la yemaY NO p_rodujp dafio alg,uno sobre la protei-
de huevo. na de interés. Este metodo tiene la ventaja

de no requerir ambientes exigentes, ya que

El esquema de inmunizacion empleado efhaneja volimenes relat|va,mer.1te_ bajos, de
cloroformo. Una metodologia similar, sélo

el estudio fue de 56 dias, en el que se aplica:
ron 4 dosis intramusculares a un volu-94¢ remplazando el PBS por Metanol fue

. ) . . usada con iguales resultados por Wessel
men flna_lrde 0,5 ml; (_al método mostré al. (1984) y Yokoyamet al. (1992).
produccion de anticuerpos contra

Parvovirusis canino a la segunda semana
. g - . | cloroformo puede llegar a remplazar a
post-inoculacién; sin embargo, la optima

concentracion se hall6 al dia 56 de inicia un componente muy empleado en la ex-
. traccion de IgY como es el Dextran sulfato,

do el esquema. Diferentes métodos de INYa que su porcentaje de pureza es muy si-

munizacion apllcgdos en .gallmas SO milar (70-90%) (Ntakarutimana, 1992).
reportados en la literatura; intramuscular

(Akita y Nakai, 1993), intrabursal SUbCUt‘T"f El sulfato de amonio para la precipitacién
neo (Svendsen, 1995) y oral, como tambi€ryye |5y se emplea generalmente entre un
se ha reportado que las aves sufremyge, 5 yn 36% de saturacion (Akita and
inflamaciones y desarrollan granulomas enyakai. 1993: Crosbyt al, 1994). En este
las areas de inoculacion (Svendsen, 1996)yapajo, la precipitacion de la IgY resulto
La via de inoculacion aplicada a las avesyyy eficiente al usar un porcentaje de sa-
en este trabajo (I.M.) no causo ningln Ma-yracién de sulfato de amonio a pH 7.2 pri-
lestar, ni proceso inflamatorio, debido a quemero del 50% seguida de una del 30%; Sin
se respet6 un volumen por dosis moderagmbargo, este procedimiento por si solo,
damente bajo para la especie, resultado qufo es suficiente para obtener una proteina
fue congruente con lo reportado por totaimente purificada. En comparacién con
Gassmaret al. (1990). el kit de Promega, los resultados mostraron

Por el método de inhibicion de la
hemoaglutinacion (IH) se obtuvo un titulo
de IgY anti-CPV de 1:1024.

DISCUSION

Esquema de inmunizacion
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gue este puede ser ocasionalmente sustiAkiITA,

tuido por el método de salting-out, en ca-

sos de no requerirse una alta pureza de la

proteina (datos no mostrados).

E. M. and Mkai, S. 1992.
Immunoglobulins from egg yolk:
isolation and purificationd. Food Sci
57: 629-634.

Dependiendo del uso que se dé a la Igy, séK™ E. M. and Mkai S. 1993Comparison
hace necesario o no aplicar otros métodos ~ ©Of four purification methods for the
de purificacion mas eficientes como la production of immunoglobulins from

cromatografia de afinidad en columna. eggs laid by hens immunized whit an
enterotoxigenic.  Journal of

Immunological Methods160: 207-
214.

CONCLUSIONES

* La metodologia empleada es eficiente
y econémica para la obtencién de Brabrorp, M. M. The Bradford assay. 1976.
anticuerpos policlonales IgY contra Anal. Biochem72: 248

arvovirus canino.
P CARMICHAEL, L.E.; JouBerT, Jc.; PoLLOK,

R.V.H. 1980. Hemagglutination by
Canine Parvovirus: Serologic
Studies and Diagnostic Aplications.
Am J Vet Re41(5): 784-790.

» El uso de cloroformo comdeslipidante,
disminuye el tiempo de proceso y per-
mite un alto grado de deslipidacion, li-
berando de las grasas de la yema las
proteinas solubles; ademas, este solvencgosgy, M. J.: Daz, D.: Reves, J. 1994. Al-
te organico no alter6 estructural ni ternativas de la inmunologia como
funcionalmente las proteinas IgY. herramienta de investigacion y diag-

nostico: gen reaccion, aislamiento y

purificacién de anticuerpos especifi-

cos en huevo de gallin@iégenes 1:

137-149.

» La dialisis aplicada a las proteinas pre-
cipitadas por metodologias como el
salting-out, garantiza que estas que-
den libres de sales, lo que no sucede
con métodos en los que se usa elGassmann, M.; THomMES, P.; WEISERT. 1990.
polietilenglicol. Efficient production of chicken egg

yolk antibodies against a conserved

mammalian protein. Fase b J 4. ; 2528-

2532.

e La precipitacion con sulfato de amonio,
a pesar de haber mostrado resultados
electroforéticos bien definidos para la
inmunoglobulina aviar de 180Kd, no GoukeLl, S.A. 1990. Polyclonal antibodies
asegura un proceso completo de purifi- agains rat liver cylosolic casein kinase
cacion del anticuerpo IgY, lo que hace !l (CK-2) cross-react with Ck-2 from
necesaria la aplicacion de otros proce-  Other tissues and nuclear form (Pk-N2)
dimientos complementarios como la of the enzymeBiotech. Internati 21,
cromatografia de afinidad. 635.

HassL, A. and Aspock H. 1988. Purification
of egg yolk immoglobulins. A two-step
procedure  using hydrophobic
interaction chromatography and gel
filtration. Journal of Immunological
Methods 110 : 225-228.
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