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ARTICULO ORIGINAL

Obtencidn, purificacién y caracterizacion de
anticuerpos policlonales IgY desarrollados en gallina, dirigidos
contra aislamientos colombianos de Giardia duodenalis

Dabeiba Adriana Garcia *, Rubén Santiago Nicholls ?,
Adriana Arévalo !, Orlando Torres 2, Sofia Duque *

! Grupo de Parasitologia, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D.C., Colombia.
2 Departamento de Microbiologia, Pontificia Universidad Javeriana, Bogot4, D.C., Colombia

Introduccién. EIl desarrollo de anticuerpos policlonales requiere de animales de laboratorio,
generalmente, el conejo, que deben sangrarse para su obtencion. Como alternativa, se han
utilizado las gallinas.

Objetivo. Desarrollar anticuerpos policlonales IgY anti-Giardia duodenalis y evaluar diferentes
métodos para su purificacion a partir de yema de huevo.

Materiales y métodos. Se inmunizaron tres gallinas intramuscularmente con trofozoitos del
parasito: las inmunizaciones se realizaron a los 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 dias. Se recolectaron
huevos en cada etapa de la inmunizacion y se purificd la IgY por deslipidacion (D) y precipitacion
(P) mediante cinco protocolos diferentes: M1: (P: sulfato de amonio/D: dextran sulfato-cloruro
de calcio), M2: (D: dextran sulfato-cloruro de calcio/P: sulfato de amonio), M3: (D: cloroformo/
P: sulfato de amonio 50%), M4: (D: solucion A/P:solucién B) y M5: (D: cloroformo/P: sulfato de
amonio 30%). Se realiz6 evaluacion inmunoquimica de la IgY anti-Giardia duodenalis mediante
inmunodifusion, contrainmunoelectroforesis e inmunoelectrotransferencia (Western blot); la
pureza de IgY por SDS-PAGE en presencia y ausencia de reductor y la concentracion de la
inmunoglobulina (mg/mL) por espectrofotometria y densitometria.

Resultados. La IgY anti-G. duodenalis mediante evaluacion inmunoquimica presenté titulos
hasta de 1:32. La inmunoglobulina en ausencia de reductor mostré una banda de 180 kd y en
su presencia bandas de 30 y 68 kd, caracteristicas de sus cadenas liviana y pesada,
respectivamente. Las mayores concentraciones de inmunoglobulina se recuperaron con el
método dos (M2), 4,6 mg de IgY por mL de yema de partida.

Conclusiones. Por su facilidad y economia de produccién en gallinas, los anticuerpos
policlonales IgY anti-Giardia asi obtenidos podran utilizarse para desarrollar inmunoensayos
que detecten el parasito en eluidos de heces.

Palabras clave: Giardia, yema de huevo, anticuerpos antiprotozoarios.

Obtention, purification and characterization of IgY polyclonal antibodies, developed in hens,
directed against Colombian isolates of  Giardia duodenalis

Introduction. The development of polyclonal antibodies requires laboratory animals, as the
usually rabbits, which are bled for obtaining the immunoglobulins.Hens are an alternative to
developing IgY polyclonal antibodies.

Objective. In the current study, hens were used to develop IgY anti-Giardia duodenalis
antibodies and to evaluate five protocols for its purification.

Materials and methods. Three hens were immunized intramuscularly immunized with
Colombian Giardia duodenalis isolates trophozoites on day 0, 15, 30, 45, 60, 90 and 120. The
hen eggs were collected before each immunization, and IgY purified from yolk by delipidation
(D) and precipitation (P) using five different protocols: M1: (P: ammonium sulfate/D:dextran
sulfate-calcium chloride), M2: (D: dextran sulfate-calcium chloride/P: ammonium sulfate), M3:
(D: chloroform/P: ammonium sulfate 50%), M4: (D: solution A/P: solution B) and M5: (D:
chloroform/P: ammonium sulfate 30%). The immunochemistry evaluation of IgY anti-Giardia
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duodenalis was assayed by immunodiffusion, counterimmunoelectrophoresis (CIE) and Western
blot. The purity of IgY was assayed by SDS-PAGE under reducing and nonreducing conditions.
Immunoglobulin concentration (mg/mL) was estimated by spectrophotometry and densitometry.
Results. IgY anti-Giardia duodenalis by CIE had titres up to 1:32. SDS-PAGE, without 2-
mercaptoethanol showed a 180 kd band characteristic of the whole to IgY and, with 2-
mercaptoethanol, two bands of 68 and 30 kd, characteristic of its light and heavy chains,
respectively. The greatest concentrations of immunoglobulin were recovered by method two
(M2), producing 4.6 mg of IgY per mL of initial egg yolk.

Conclusions.

The easy and inexpensive production of IgY anti-Giardia duodenalis in hens is

an advantage for using it to develop immunoassays that detect the parasite in fecal eluates.

Key words:

La giardiosis es una infeccién intestinal causada
por Giardia duodenalis (1) de distribucion a nivel
mundial. Segun la primera encuesta nacional de
morbilidad, 1965-1966, la prevalencia en la
poblacién colombiana fue de 11,9% (2), y de 13,7%
en lasegunda, 1977-1980 (3). Estudios realizados
en niflos colombianos de 12 a 59 meses de edad
(4) y de 3 a 13 afios alojados en asentamientos
temporales (5) informaron prevalencias de 21,2%y
de 65%, respectivamente.

La identificacion de G. duodenalis se realiza
tradicionalmente visualizando quistes o
trofozoitos del parasito en materia fecal,
considerada como la mejor muestra y la de mas
facil consecucion (6). Sensibilidades mayores a
85% para la identificacién de G. duodenalis
raramente se logran debido a la excrecion
intermitente de quistes, fendmeno inherente a la
biologia del parasito (7). Sin embargo, una
alternativa para establecer la presencia de G.
duodenalis es la deteccion de antigeno del
parasito en heces mediante anticuerpos
policlonales anti- Giardia duodenalis (8).

Se han desarrollado anticuerpos policlonales IgY
contra antigenos especificos de péptidos y
proteinas, de virus (rotavirus, enterovirus,
picornavirus, arbovirus, paramixovirus, potivirus
y adenovirus), de bacterias (Escherichia coli
enterotoxigénica y enteropatdgena, Brucella
abortus) y de algunos parésitos (Echinococcus
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Giardia, egg yolk, antibodies protozoan.

granulosus, Naegleria fowleri, Plasmodium
falciparum, Sarcocystis gigantae, Toxoplasma
gondiiy Trypanosoma brucei brucei) (9-13).

La produccién de anticuerpos policlonales contra
agentes infecciosos requiere de animales de
laboratorio, generalmente, conejos, que deben ser
sangrados periddicamente para su obtencién.
Como una alternativa menos invasiva se han
utilizado gallinas, debido a que la sangria puede
ser reemplazada por la recoleccion de huevos (14).
Ademas, el uso de las gallinas para la produccion
de anticuerpos en contraposicion al de mamiferos
representa reducciéon en el nUmero de animales
porgque éstas producen cantidades mas altas de
anticuerpos (1500 mg de IgY por mes) que los
mamiferos pequefios (200 mg de IgG por mes).
Las principales clases de anticuerpos en aves son
IgM, IgA e IgG, también llamada IgY. Las aves
son una excelente opcién para el desarrollo de
anticuerpos antimamifero (15-17) y constituyen
modelos utiles en la investigacion basica de la
inmunologia, ya que muchas de las funciones de
su sistema inmune son similares a las del
humano (18).

El propdsito de este trabajo fue desarrollar
anticuerpos policlonales IgY dirigidos contra
aislamientos colombianos de G. duodenalis, hasta
la fecha no desarrollados, y evaluar el método de
purificacion mas eficiente para su obtencion en
términos de reconocimiento de antigeno de
Giardia, pureza y concentracion (mg/mL).

Materiales y métodos
Antigeno de Giardia duodenalis

Se realiz6é cultivo masivo de una mezcla de
trofozoitos de veinticuatro aislamientos
colombianos de G. duodenalis (19) provenientes
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del banco de parasitos del Grupo de Parasitologia
del Instituto Nacional de Salud (INS). Se
centrifugaron los trofozoitos a 1.400g a 18°C
durante 8 minutos, se lavo el sedimento (parasitos)
con solucion salina fisioldgica estéril (SSFE), se
resuspendieron en 1 mL de ésta, se congelaron a
-196°C, y se descongelaron a 18°C mediante
vortex. Se sometieron a disrupcion por ultrasonido
en un equipo Biosonik Il A®, a una frecuencia de
20 kHz en tres ciclos de 30 segundos cada uno;
se centrifugaron a 1.400g a 18°C durante 8
minutos y se retuvo el sobrenadante; luego se
determind la concentracion de proteinas mediante
la técnica de Bradford (20).

Inmunizacioén de gallinas

Se siguieron las normas internacionales del
National Research Council, 1996 (21) y las normas
de Cedeio et al., 1994 (22), utilizadas en el
Instituto Nacional de Salud para el manejo y
mantenimiento de animales. Se utilizaron tres
gallinas de la linea Hy Line Brown (23) para el
desarrollo de IgY anti-G. duodenalis y una gallina
de la misma linea como control.

Se utiliz6 antigeno de trofozoito de G. duodenalis
con una concentracion de proteinas de 4,65 mg/
mL. Se tomaron 10,7 uL de éste para disolverlos
con SSFE hasta completar un volumen de 100
pL vy, luego, adicionarles 100 pL de adyuvante
completo e incompleto de Freund para indculo
inicial e indculos subsiguientes, respectivamente.
Se mezcl6 el antigeno y los adyuvantes hasta
obtener una emulsién homogénea utilizando un
vortex. Se realiz6 inmunizacion a tres gallinas en
el musculo pectoral a una profundidad de 1 cm
con 200 pL del in6culo (que contiene 50 pg de
antigeno de Giardia) por sitio, y en cinco sitios
diferentes de la gallina con la misma concentracion
y el mismo volumen (9, 24). La gallina control se
inocul6 con 200 uL de SSFE. Las inmunizaciones
serealizaron alos 0, 15, 30, 45, 60, 90y 120 dias
(14,25). Se sangro cada gallina en la vena braquial
antes de realizar las inmunizaciones y se
recolectaron tres huevos; uno el dia anterior, otro
el dia de la inmunizacion y el ultimo huevo el dia
posterior a ésta por cada gallinay en cada etapa
del esquema de inmunizacion. Se realizé un pool
con las tres yemas de los huevos recolectados
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(20 mL) y se utilizaron 4 mL de éste por cada
método de purificacion de IgY.

Purificacién de la IgY a partir de yema de
huevo

Se utilizaron por separado cinco métodos
diferentes denominados como M1 (9), M2 (26-28),
M3 (29, 30), M4 Estuche comercial (EGGstract®
IgY purification system - Promega) y M5 (9, 30);
todos ellos tuvieron en comun el proceso de
deslipidacion (D) y el de precipitacion (P) de la
IgY para su purificacion.

Método 1 (M1): precipitacion (P) con sulfato de
amonio y delipidacion (D) con dextran sulfato-
cloruro de calcio

Se separ6 la clara de la yema de huevo y ésta se
mezclé en proporcién 1:9 v/v con agua destilada.
Se ajusté la mezcla a pH 7,0, se congelé a-20°C
durante 24 horas, se descongel6 a 4°C, se
centrifug6 a 2.000g a 4°C durante 20 minutos y
se retuvo el sobrenadante. Se precipitd la IgY con
sulfato de amonio al 30%, incubado a 18°C
mediante agitacion constante durante 30 minutos.
Se centrifugd a 2.000g a 4°C durante 20 minutos
y se retuvo el sedimento. Se separaron las
lipoproteinas de la IgY con dextran sulfato al
0,2% incubado a 0°C durante 5 minutos, y
posteriormente con cloruro de calcio al 0,1%,
incubado a la misma temperatura durante 30
minutos. Se centrifugd a 2.000g a 4°C durante 20
minutos, y el sobrenadante (IgY) se dializé contra
solucion reguladora de fosfatos (PBS).

Método 2 (M2): deslipidacién (D) con dextran
sulfato-cloruro de calcio y precipitacion (P) con
Sulfato de amonio

Se separé la clara de la yema de huevo y ésta se
mezcld en proporcion 1:9 v/v con agua destilada.
Se ajustéd la mezclaa pH 7,0, se congelé a-20°C
durante 24 horas, se descongel6 a 4°C, se
centrifug6 a 10.000g a 4°C durante 20 minutos y
se retuvo el sobrenadante. Se separaron de la
IgY las lipoproteinas con dextran sulfato al 10%
incubando a 0°C durante 5 minutos v,
posteriormente, con cloruro de calcio al 11,1%,
incubando a la misma temperatura durante 30
minutos. Se centrifugd a 2.000g a 4°C durante 20
minutos, se retuvo el sobrenadante y se precipitd
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la IgY con sulfato de amonio al 30%, incubando a
18°C mediante agitacidon constante durante 30
minutos. Se centrifugd a 2.000g a 4°C durante 20
minutos, se retuvo el sedimento (IgY), éste se
disolvié con PBS en dilucién 1:20, y se dializé
contra solucion reguladora de fosfatos.

Método 3 (M3): deslipidacion (D) con cloroformo
y precipitacion (P) con sulfato de amonio al 50%

Se separd la clara de la yema del huevo. Se
separaron los lipidos, mezclando 2 partes de la
yema con 3 partes de una solucion que contenia
3:1v/vde PBSYy cloroformo. Se incubd la mezcla
a 18°C mediante agitacién constante durante 15
minutos, se centrifugd a 3.000g a 4°C durante 20
minutos y se retuvo el sobrenadante. Se precipité
la IgY con sulfato de amonio al 50%, incubado a
4°C mediante agitacién constante durante 18
horas, se centrifugé a 3.000g a 4°C durante 20
minutos, se retuvo el sedimento (IgY), éste se
disolvié con 1 mL de PBS, y se dializ6 contra
solucién reguladora de fosfatos.

Método 4 (M4): estuche comercial (EGGstract®
IgY purification system - Promega)

Se separd la clara de la yema del huevo. Se
separaron los lipidos, mezclando 1 parte de la
yema con 3 partes de solucién A, se incub6 la
mezcla a 18°C mediante agitacion constante
durante 5 minutos, se centrifug6é a 10.000g a 4°C
durante 10 minutos y se retuvo el sobrenadante.
Se precipit6 la IgY con solucién B en proporcion
3:1 vlv, incubando a 18°C durante 5 minutos, se
centrifug6 a 10.000g a 4°C durante 10 minutos,
se retuvo el sedimento (IgY), y éste se disolvid
con PBS en un volumenigual de la yema al inicial.

Meétodo 5 (M5): deslipidacién (D) con cloroformo
y precipitacion (P) con sulfato de amonio al 30%

Se separd la clara de la yema del huevo. Se
separaron los lipidos, mezclando 2 partes de la
yema con 3 partes de una solucion que contenia
3:1v/vde PBSYy cloroformo. Se incubd la mezcla
a 18°C mediante agitacion constante durante 15
minutos, se centrifugd a 3.000g a 4°C durante 20
minutos y se retuvo el sobrenadante. Se precipito
lalgY con sulfato de amonio al 30%, incubando a
4°C mediante agitacién constante durante 18
horas, se centrifug6 a 3.000g a 4°C durante 20
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minutos, se retuvo el sedimento (IgY), éste se
disolvié con 1 mL de PBS, y se dializé contra
solucién reguladora de fosfatos.

Evaluacién inmunoquimica de la IgY

Se determind mediante inmunodifusién (ID),
contrainmunoelectroforesis (CIE) e inmuno-
electrotransferencia (Western blot).

Inmunodifusion

Se elaboraron dos geles de agarosa al 1,3%. El
primer gel con solucién salina estéril (SSE) 0,15
M para confrontar antigeno de Giardia con IgY
anti-Giardia presente en el suero de gallina, y el
segundo gel con 1,5 M de SSE para dirigir IgY
anti-parasito purificada a partir de yema de huevo
contra antigeno del parasito. Se eliminaron las
bandas inespecificas con citrato de sodio al 5%
y a las 72 horas se colorearon las bandas
correspondientes a la unién antigeno-anticuerpo
con azul de Coomassie (28,31).

Contrainmunoelectroforesis

Se prepar6 un gel de agarosa al 1,3% (Sigma tipo
IV®) con solucion reguladora de acetato de sodio
- acido acético pH 5,6. Se realizaron diluciones
seriadas al medio de la IgY anti-parasito, que
fueron confrontadas con el antigeno de trofozoito
de G. duodenalis mediante CIE a 51 voltios, a
una temperatura de 4°C durante 3 horas, para
determinar la dilucién méxima a la cual precipita
el complejo. Se eliminaron las bandas
inespecificas con citrato de sodio al 5% y se
colorearon con azul de Coomassie (32).

Inmunoelectro transferencia (Western blot)

Se realiz6 mediante el procedimiento descrito por
Laemmli (33) y Towbin et al. (34). Se utilizé
antigeno de trofozoitos de G. duodenalis con una
concentracién de (0,8 mg/mL). Se dispensaron
28 pg de antigeno en el carril y se separaron las
proteinas mediante SDS-PAGE (12,5%) cony sin
el agente reductor 2-mercaptoetanol (2-ME) vy,
luego, se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (MNC) mediante Western blota una
temperatura de 4°C, con una corriente de 200 mA
y 130 voltios durante 2 horas. Se verificé la
transferencia de proteinas con rojo Ponceau S.
Se bloqued la MNC con leche descremada/PBS-
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Tween 20 al 0,1% (PBS-T) a 18°C durante una
hora.

Se confrontaron las proteinas de G. duodenalis
presentes en la MNC con IgY anti-parasito (1:400)
de las gallinas inmunizadas y de la gallina control
independientemente, incubando a 18°C durante
18 horas, tiempo después del cual se adiciond
anti-lgY unida a fosfatasa alcalina (Promega®)
en dilucion 1:10.000. Para el reconocimiento de
antigenos de trofozoito de G. duodenalis por la
IgY anti-parasito purificada a partir de yema de
huevo se adicion6 5-bromo 4-cloro 3-indol fosfato
(BCIP) y azul de nitrotetrazolio (NBT).

Determinacion de la pureza de la IgY

Se determiné la pureza de IgY mediante SDS-
PAGE (26,27,35-39). Se elaboraron el gel
concentrador de poliacrilamida (5%) y los geles
separadores al 7,5% sin 2-ME y al 12,5% con 2-
ME. El marcador de peso molecular, la albimina
sérica bovina (BSA) (1 mg/mL) y lalgY (1:10) se
sometieron a electroforesis bajo las siguientes
condiciones: temperatura, 18°C; amperaje, 35 mA;
voltaje, 75 voltios; duracion, 45 minutos, Los geles
obtenidos se colorearon con azul de Coomasie.

Concentracion (mg/mL) y porcentaje (%) de
recuperacion de la IgY

La concentracion de IgY se determind mediante
espectrofotometria y densitometria y el porcentaje
de recuperacion por esta Ultima, como se describe
a continuacion.

Espectrofotometria

Se establecio, por triplicado, el valor de la densidad
Opticade lalgY (1:10) a una longitud de onda de
280 nm con un espectrofotémetro (Beckman
modelo DU 640) (40). Se determind la
concentracién en mg/mL de la IgY promediando
los 3 valores de densidad 6ptica, multiplicando el
promedio por el factor de dilucién y dividiendo este
producto por el coeficiente de extincién de la IgY
disuelta en PBS 0,01M, que es de 13,2 (40,41).

Densitometria

Se digitalizaron los geles procesados mediante
SDS-PAGE que contenian tanto la IgY 180 kd
como sus cadenas liviana y pesada, de 30 y 68
kd, respectivamente. Se utiliz6 el programa para
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procesamiento y andlisis de imagenes «ImageJ»,
(http://rsbweb.nih.gov/ij/); se determiné la
intensidad relativa de color de la banda patrén de
BSA, y las correspondientes a la IgY total (180
kd) y sus cadenas pesada y liviana (68 y 30 kd),
asi como las de las areas contiguas a cada una
de ellas (ruido de fondo). La diferencia de la
intensidad relativa de estas bandas con la del ruido
de fondo determiné el valor neto de la intensidad
de color del patréon y de la IgY. La concentracién
de la IgY se defini6 como el cociente de la
intensidad relativa neta de la IgY y la intensidad
relativa neta del patrén. Se realiz6 control de
calidad a la determinacién de la concentracion
(mg /mL) de la IgY recuperada por cada uno de
los métodos de purificacion utilizados, y por el
que presentase el mayor titulo en la evaluacién
inmunoquimica, sometiéndola a SDS-PAGE.

Se determind por separado el porcentaje de
recuperacion de la IgY obtenida en cada uno de
los métodos de purificacion (M1-M5), dividiendo
el valor de la intensidad relativa de la
inmunoglobulina entre la suma de las
intensidades relativas de todas las bandas
obtenidas por SDS-PAGE y multiplicando por
100 los valores obtenidos.

Resultados

Evaluacion inmunoquimica de IgY anti-
Giardia duodenalis

La IgY anti-Giardia duodenalis en suero y
purificada de yema de huevo se unié
inmunoquimicamente con el antigeno del
parasito en los dias 30, 45, 60, 90 y 120
posinmunizacion sélo en las yemas de huevos
obtenidos de las gallinas inmunizadas, y no se
hizo ninguna unién inmunoquimica en la gallina
control (cuadro 1).

La maxima dilucién detectada de unién entre
antigeno (trofozoito del parasito) y anticuerpo
(IgY anti-G.duodenalis) fue de 1:32 al dia 30
posinmunizacién utilizando el método 2 de
purificacién (cuadro 1).

La IgY purificada a partir de yema de huevo
utilizando el método 2 reconocid, en condicién
no reductora, los antigenos de trofozoito de G.
duodenalis de pesos moleculares de 24, 56, 64,
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Cuadro 1. Evaluacién inmunoquimica de IgY anti-Giardia duodenalis en suero y yema de huevo en la gallina inmunizada
No. 1 en diferentes dias de inmunizacién y segin los diferentes métodos utilizados para la purificacion de la IgY.

IgY a partir de yema de huevo

Inmunizacién
(Dia) IgY suero Método 1 Método 2 Método 3 Método 4 Método 5
1D CIE 1D CIE 1D CIE 1D CIE 1D CIE 1D CIE
0 ) () OO ) ) ) () () () () )
15 () ) (OO () ) ) () ) ) ) )
30 (+) +) (+) 14 (+) 1:32 ) SD ) 1:16 -) )
45 ™ (+) SD (+) SD ) SD () 1:2 () SD
60 (+) (+) (+) 1:4 (+) 1:8 (-) SD (-) 1:8 (-) SD
90 (O RG] () 14 ) 12 () 1:4 () 1:4 () )
120 ) ) (OO ) 1:2 ) SD ) 1:8 ) )

ID: inmunodifusion; CIE: contrainmunoelectroforesis; SD: sin diluir; (-): negativo.
Gallina control: todos los resultados de la evaluacién inmunoquimca de la IgY purificada a partir de yema de huevo fueron

negativos.

67, 74, 86, 165, y 170 kd, y en presencia de 2-
ME, los antigenos de 25, 35, 43, 49, 52, 60, 65,
72,78,82,99y 170 kd (figura 1).

Pureza de la IgY
En condicion no reductora

La banda de 180 kd, correspondiente al peso
molecular de la IgY, se obtuvo utilizando todos
los métodos de purificacion (M1-M5); también
se obtuvieron bandas adicionales con pesos
moleculares entre 62 y 98 kd (figura 2A).

En condicion reductora

Las cadenas liviana y pesada de la IgY, con
pesos moleculares de 30 y 68 kd, se lograron
purificando la IgY mediante los 5 métodos
empleados, con los cuales se obtuvo también una
banda adicional de 48 kd. Bandas adicionales de
40, 170 y 180 kd se obtuvieron utilizando los
métodos M1, M2 y M5, y una banda adicional de
56 kd s6lo con M3 (figura 2B).

Concentracién de la lgY
Espectrofotometria

La concentracién de IgY en el dia 0, dia
preinmunizacion, fue mayor a la del dia 15
posinmunizacion, dia a partir del cual la
concentracién de IgY incrementé hasta el dia 45
y disminuy0 paulatinamente hasta el dia 120, con
picos méaximos en los dias 30, 45 y 60
posinmunizacidn. Las concentraciones de
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Figura 1. Identificacion mediante inmunoelectrotransferencia
de antigenos de trofozoito de Giardia duodenalis por
anticuerpos IgY presentes en yema de huevo mediante el
método de purificacién 2 en la gallina No 1.
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A PM BSA M1 M2 M3 M4 M5
20ug  12,2pg 23ug 6,8ug 42pug 104 pg
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Figura 2. Determinacion de la pureza de IgY obtenida
mediante los cinco métodos de purificacion a partir de yema
de huevo en la gallina No 1. A. SDS-PAGE en condicién no
reductora. B: SDS-PAGE en condicion reductora.

inmunoglobulina variaron entre los ejemplares y
los métodos de purificacion utilizados (cuadro 2).

Densitometria

La concentracion de IgY total recuperada por cada
uno de los métodos de purificacion se describen
en el cuadro 2.

Control de calidad de la determinacioén de la
concentracion (mg/mL) de la IgY

La méxima union antigeno de Giardia e 1gY anti-
parasito fue obtenida en el dia 30 del esquema de
inmunizacién y determinada por CIE, presentando
un titulo de 1:32 (cuadro 1); las concentraciones
de recuperadas por cada uno de los métodos de

ANTICUERPOS POLICLONALES IgY ANTI-GIARDIA DUODENALIS

purificacién, en condicion no reductora y reductora,
se mencionan en el cuadro 3.

Porcentaje de recuperacion de la IgY mediante
los cinco métodos de purificacién utilizados

La IgY anti-G. duodenalis con mayor unién al
antigeno del parésito fue desarrollada por la gallina
inmunizada No. 1 en el dia 30 de inmunizacién
con titulo de 1:32. El porcentaje de IgY recuperada
con respecto a los contaminantes presentes en
los dializados por cada uno de los métodos de
purificacién utilizados se especifican en el
cuadro 3.

Discusion

Anteriormente se han desarrollado IgY anti-
agentes infecciosos (9) utilizando diferentes
protocolos. Sin embargo, la comparacion entre
protocolos es dificil por la variedad de antigenos
y las concentraciones utilizadas, asi como
también por las vias de inoculacion y frecuencias
empleadas en las inmunizaciones. Durante el
desarrollo de la IgY anti-aislamientos colombianos
de Giardia, el presente estudio mantuvo constante
el adyuvante, la calidad y la concentracién del
antigeno, el volumen de inéculo, el sitio y la
frecuencia de inoculacion, el niUmero e intervalo
de inmunizaciones y la edad de los ejemplares,
gue son los parametros requeridos para tal fin.

El presente trabajo utiliz6 por sitio de inoculacion,
una concentracion de 50 ug de antigeno de
trofozoito de G. duodenalis en 0,2 mL de adyuvante
completo e incompleto de Freund para indculo
inicial y refuerzos, respectivamente. La
concentracién de antigeno y volumen utilizados
se encuentran dentro de losrangosde 10nga 1
mg (14) y de 0,1 mL a 0,25 mL, respectivamente
(14, 42), los cuales son los recomendados para
la inmunizacién de gallinas. La IgY desarrollada
en el estudio corresponde a IgY anti-Giardia, 1o
que fue comprobado por la unién especifica del
antigeno al parasito, y visualizada en la evaluacién
inmunoquimica por ID, CIE y WB.

Se ha demostrado en gallinas que, después de la
primera inmunizacion, los titulos IgY anti-bacterias
alcanzan un pico en la semana 4 en suero, y entre
las semanas 6 a 8 en yema de huevo, que luego
descienden en la semana 12. Sin embargo, los
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Cuadro 2. Concentracion de IgY a partir de la yema de huevo determinada mediante espectrofotometria y

densitometria.

mg de IgY por mL de yema de partida

Inmunizacién

Espectrofotometria

Densitometria

Método de purificacién 1 (M1) (SA/DS-CC)

(Dia) Precipitacién (P): Sulfato de amonio/
Delipidacion (D): Dextran Sulfato-Cloruro de Calcio
Gallina Gallina Gallina Gallina
inmunizada control inmunizada control

0 4,3 2,8 8,0 3,6
15 1,8 1,2 7,3 2,1
30 3,8 6,3 4,9 4,3
45 9,6 5,6 7,1 3,5
60 2,8 4,6 5,7 1,7
90 2,6 2,4 51 1,3

120 1,8 2,8 54 1,6
Método de purificacién 2 (M2) (DS-CC/SA)
D: Dextran Sulfato-Cloruro de Calcio/
P: Sulfato de amonio

0 2,4 2,8 2,6 3,0
15 1,1 1,9 4,3 2,3
30 7,2 2,9 5,1 1,6
45 3,8 1,3 3,8 2,1
60 3,8 2,5 4,4 1,9
90 4.4 2,2 3,5 1,8

120 3,7 4,4 3,3 1,3
Método de purificaciéon 3 (M3) (C/SA 50%)
D: Cloroformo/P: Sulfato de amonio 50%

0 6,3 5,1 3,1 1,8
15 4,1 4,6 3,4 1,6
30 2,1 3,4 2,1 1,9
45 2,8 1,4 2,9 1,3
60 6,7 5,6 4,8 1,1
90 5,6 5,8 3,9 0,7

120 4,8 6,6 2,9 0,6
Método de purificacién 4 (M4) (A/B)
D: Solucion A/P: Solucién B

0 0,6 0,3 2,2 0,5
15 0,4 0,5 1,6 0,8
30 1,3 0,3 3,5 1,0
45 1,1 0,9 3,4 0,9
60 3,3 3,3 5,5 1,3
90 4,4 5,1 5,4 2,0

120 3,6 3,7 3,7 1,7
Método de purificaciéon 5 (M5) (C/SA 30%)
D: Solucién A/P: Solucién B

0 3,3 2,4 2,8 1,9
15 2,9 1,6 2,8 1,7
30 3,3 2,9 4,1 2,3
45 4,4 1,1 3,9 1,3
60 3,4 3,4 4,2 2,3
90 4,9 3,6 2,6 2,4

120 2,6 3,9 2,9 2,5
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Cuadro 3. Concentraciones y porcentajes de recuperacion de la IgY a partir de yema de huevo, utilizando diferentes
métodos de purificacion y determinados mediante densitometria.

Concentracién

(mg/mL)
Método de mg de IgY Recuperacion
purificacion Cadena Cadena Cadena Mililitros por mL de (%)
pesada ligera completa recuperados yema de partida
M1 12,7 7,5 4.5 2,5 2,8 63
M2 22,7 12,2 7,4 2,5 4,6 70
M3 51 1,7 2,8 2,5 1,7 62
M4 7,4 4,5 3,9 2,5 2,4 65
M5 11,7 6,8 55 2,5 3,4 68

titulos de lainmunoglobulina pueden aumentar re-
inmunizando las gallinas en la semana 14 (43).
En este estudio se alcanzaron titulos de IgY anti-
G. duodenalis determinados mediante CIE sin
diluir hasta una diluciébn méxima de 1:32 en la
semana 4, lo que corresponde a la respuesta del
segundo refuerzo de inmunizacion.

Los esquemas de inmunizacién con largos
periodos de tiempo y con refuerzos repetidos
incrementan el desarrollo de anticuerpos afines
al antigeno inoculado, aunque también pueden
inducir la produccion de anticuerpos especificos
contra otras moléculas presentes en la solucién
diluyente del antigeno (44). Por ello, de acuerdo
con los resultados del estudio, se sugiere
inmunizar alas gallinas con antigeno de trofozoito
de G. duodenalis hasta la semana 8, aplicando
cuatro inmunizaciones con intervalo de dos
semanas entre cada una de ellas.

El desarrollo de anticuerpos ante el estimulo de
un antigeno es inherente de cada animal
inmunizado (45). Generalmente, los animales
utilizados para la produccién de anticuerpos
policlonales son ejemplares exocriados porque
éstos tienen un amplio rango de proteinas de clase
Il del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC 1), que generan una respuesta inmune
diferente y especifica en cada animal (29). En
1996, Schade et al. (14) informaron que, después
de una inmunizacién, entre 10% y 15% de gallinas
exocriadas pueden no desarrollar anticuerpos
contra el agente etiolégico con las cuales fueron
inmunizadas, o en otros casos, generar una
produccion de anticuerpos muy bajos ante el

estimulo de un antigeno. En el estudio se
inmunizaron tres ejemplares exocriados,
obteniéndose una produccién de anticuerpos
policlonales IgY anti-G. duodenalis en todas las
posinmunizaciones en dos de los ejemplares, la
gallina No.1y la gallina No.3. En cambio la gallina
No.4 desarrollé IgY anti-G. duodenalis tan sélo
en las dos primeras inmunizaciones,
demostrandose una menor produccion de
anticuerpos policlonales en relacion a las otras
dos inmunizaciones con el mismo volumen y la
misma concentracion de antigeno. Por ello, para
garantizar el desarrollo de IgY anti-G. duodenalis
siguiendo las pautas aqui establecidas, se
recomienda inmunizar como minimo dos
ejemplares.

La recuperacion de IgY no requiere de
procedimientos invasivos como la sangria que se
realiza en mamiferos, pues la postura de huevos
es un proceso natural de las aves. Las gallinas
pueden ser consideradas como fuente eficiente y
una alternativa ideal para el desarrollo de IgY anti-
G. duodenalis.

La IgY total obtenida en el estudio fue purificada
a partir de yema de huevo por eliminacion de las
lipoproteinas (delipidacién) y recuperada mediante
precipitacién, siguiendo los protocolos usualmente
utilizados para tal fin (9,26-30). Existen diferencias
en los procesos fisicos y en los reactivos
utilizados para delipidar y precipitar la IgY. La
deslipidacion se ha realizado mediante métodos
fisicos como congelacién/descongelacion y
ultracentrifugacién, o mediante métodos quimicos
gue usan gomas naturales como el xanthan, agua
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destilada acidificada o dextran sulfato/cloruro de
sodio, azul dextran, cloroformo, polietilenglicol
(PEG) 6000, PEG 8000 y propanol/acetona, o
mediante cromatografia de intercambio i6nico (9,
24,26-28,35,36,38,39,43,46-53).

La lgY contra parasitos como Toxoplasma gondii,
Naegleria fowleri, Trypanosoma brucei bruceiy
Plasmodium falciparum ha sido delipidada
utilizando PEG 6000, cromatografia de interaccion
hidrofébica o filtracion en gel, o agua destilada
acidificada (11,12,37,54).

Los lipidos son solubles en solventes organicos
como el cloroformo, el éter, la acetona o el
propanol, lo cual permite usarlos para removerlos
(13), y las lipoproteinas forman complejos
insolubles con compuestos polianiénicos,
particularmente polisacaridos sulfatados como el
dextran sulfato en presencia de cationes
divalentes como el calcio, el magnesio o el
manganeso (Baykeev R, Muhamadiev F, Vasiliev
G. Influence of the organic solvents on to the
dynamic heterogeneity of lipids in the structure of
biological membranes. Proceedings of the 15
European experimental NMR conference: 2000
Jun 12-17; University of Leipzig, Germany). La
deslipidacién de IgY en la fase acuosa de la yema
de huevo, utilizando cloroformo como se realiz6
en el estudio, permitié recuperar 3,4 mg de la
inmunoglobulina por mL de yema de partida,
siendo esta concentracion menor a la obtenida
utilizando dextran sulfato/cloruro de calcio, que
fue de 4,6 mg de IgY por mL de yema de partida.
La IgY libre de lipidos ha sido recuperada
mediante ultracentrifugacion, filtracion en gel y
cromatografia de intercambio iénico (27), y por
cromatografia de afinidad (52), o mediante
precipitacion con PEG o con sulfato de sodio o
sulfato de amonio (27,29).

Los resultados obtenidos permitieron inferir que
la purificacion de IgY se puede realizar utilizando
cualquiera de los cinco métodos estudiados. Sin
embargo, la eficiencia de los métodos analizada
en términos de purezay evidenciada en los geles
SDS-PAGE difiere segln el método utilizado y a
si la IgY se somete 0 no a agentes reductores
como el 2-ME. Asi, la pureza de IgY en condicion
reductora presenta 5 bandas (contaminantes) y
en condiciobn no reductora presenta 6
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contaminantes, sumados para el conjunto de los
métodos. El método 4 (delipidacién con solucion
Alprecipitacién con solucion B) recuperé la IgY
con la menor cantidad de contaminantes (tres
bandas de 62, 84 y 98 kd). Estos pesos
moleculares son lejanos al de 180 kd
correspondiente al de la IgY en condicion no
reductora. Se infiere que estos contaminantes no
alteran la naturaleza fisicoquimica de la
inmunoglobulina.

Separar la yema de la albumina del huevo
garantizé la ausencia de las inmunoglobulinas IgA
e IgM en el proceso de purificacion de la IgY total
como lo habian experimentado Erhard y Schade
en el 2001 (47). La union de antigeno (trofozoito
de Giardia duodenalis) y de anticuerpo (IgY anti-
parasito) visualizada mediante la formacion de
bandas de precipitacion al utilizar las pruebas
inmunoquimicas de inmunodifusion, contra-
inmunoelectroforesis y Western blot confirmd el
desarrollo de IgY anti-G. duodenalis de aislados
colombianos como respuesta inmune al estimulo
de antigeno somatico del parésito.

La visualizacion de la unién antigeno de Giardia
e IgY anti-parésito mediante CIE en el dia 15,
gue contrasta con su ausencia en inmunodifusion,
puede explicarse en términos de: a) los
anticuerpos policlonales IgY anti-parasito
presentes en suero y en yema de huevo
probablemente estén acompafiados de otras
moléculas, las cuales podrian interferir con la libre
migracion de la IgY, y b) la sensibilidad de las
pruebas utilizadas. Asi, se conoce que la CIE es
diez veces mas sensible que la ID para detectar
la unién antigeno-anticuerpo (55,56), permitiendo
observar la individualidad de la respuesta inmune
gue cada ser vivo desarrolla ante el reto de un
antigeno.

El estudio permite inferir que la utilizacion de
dextran sulfato/cloruro de calcio en la deslipidacion
y de sulfato de amonio en la precipitacién
(método 2) es el mejor para la recuperacion de la
inmunoglobulina y ésto concuerda con lo
observado por Rangel et al. en 1999 (44). En
comparacion con los otros métodos de
purificacion, el método 2 es el mas eficiente en
términos de concentracion de la inmunoglobulina
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recuperada, es decir, 4,6 mg de IgY por mL de
yema de partida; de su pureza (70 %), y de su
titulo 1:32, evaluado por la pruebas inmunoquimicas
ID, CIE y WB.

Hasta donde se ha tenido acceso a la literatura
cientifica existen muchos trabajos de produccién
de anticuerpos en gallina, pero de IgY anti-Giardia,
y especificamente contra aislamientos
colombianos del parasito, no se habian
desarrollado con anterioridad. S6lo se habian
producido anticuerpos policlonales IgY contra las
siguientes especies de parasitos: Echinococcus
granulosus, Naegleria fowleri, Plasmodium
falciparum, Sarcocystis gigantae, Toxoplasma
gondiiy Trypanosoma brucei brucei (9-13).

Por su facilidad, economia y rendimiento en la
produccién, los anticuerpos policlonales IgY anti-
aislamientos colombianos de Giardia pueden
utilizarse para desarrollar inmunoensayos que
detecten antigeno del parasito en eluidos de
heces humanas o de animales infectados
experimentalmente.
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