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Anticuerpos IgY en ensayos de latex-aglutinacion
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Los anticuerpos aviares (IgY) presentan algunas ventajas con relacion a los anticuerpos IgG de mamiferos,
debido a su facil obtencioén y purificacién y su bajo costo de produccion. El objetivo de este trabajo fue estudiar la
factibilidad de acoplar anticuerpos IgY a particulas de poliestireno y evaluar su desempeno en ensayos de latex-
aglutinacion en lamina. Para este proposito se utilizd como modelo la deteccion del antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAg). Gallinas Leghorn se inmunizaron con el ingrediente farmacéutico activo que se utiliza en la
elaboracion de la vacuna recombinante cubana Heberbiovac-HB. Los anticuerpos obtenidos se purificaron y
emplearon en la preparacion de reactivos de latex-aglutinacion (0,8 um) para la deteccion del HBsAg, los cuales
se evaluaron con 50 muestras de suero frente a un reactivo comercial similar. Los resultados se evaluaron de
satisfactorios. Se demostré la factibilidad de acoplar anticuerpos aviares a particulas de latex y se abre una
perspectiva al empleo de este tipo de ensayo para el diagnéstico rapido de diversas enfermedades.
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Introduccion Desde hace algunos afnos, la Empresa de Produccién de
Biolégicos “Carlos J Finlay” se encuentra trabajando en la
produccion de anticuerpos aviares de interés diagnoéstico (4).
Por ser los reactivos de latex aglutinacion en lamina una de
las principales lineas de produccion y desarrollo de esta
empresa, se decidié estudiar la factibilidad de acoplar
anticuerpos IgY a particulas de poliestireno y evaluar su
desempeno en ensayos de latex aglutinacién. Con este
propésito se utilizé como modelo la deteccién del antigeno
de superficie de la hepatitis B, porque se contaba con el
ingrediente farmacéutico activo (MPA) de la vacuna
recombinante Heberbiovac-HB y un sistema
ultramicroanalitico (UMELISA anti-HBsAg) para la titulacién
de los anticuerpos (5).

Los anticuerpos aviares resultan una atractiva alternativa
para la elaboracion de inmunoensayos para el diagnoéstico,
en particular, porque pueden extraerse de la yema del huevo
donde se encuentran con una elevada concentraciéon
(6-20 mg/mL). La inmunoglobulina Y deriva su nombre,
precisamente, del término inglés “yolk” (yema) y constituye
el isotipo principal presente en la yema, con una masa
molecular de 160 y 190 kDa. Aunque se le compara con la
IgG de los mamiferos, posee caracteristicas estructurales que
la diferencian (1). El estudio, produccién y aplicacién de los
anticuerpos aviares obtenidos a partir de la yema de los
huevos es lo que se conoce como “tecnologia IgY”.

Otras ventajas de los anticuerpos aviares son la capacidad

. . - ) Materiales y Métodos
del sistema inmunolégico de las aves para producir

anticuerpos contra antigenos altamente conservados de Protocolo de inmunizacion
mamiferos (2) y que no presentan reactividad con el factor
reumatoide (FR), término que agrupa aquellos Se inmunizaron dos gallinas blancas ponedoras Leghorn (G1
autoanticuerpos dirigidos contra determinantes antigénicos y G2) con el MPA de la vacuna recombinante Heberbiovac-
del fragmento Fc de las moléculas de IgG (3). HB, producida por el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB). La inmunizacién se realiz6 por via
A pesar de estas y otras ventajas, en la actualidad no existen intramuscular con dosis de 100 ug del inmunogeno cada
en el mercado diagnosticadores que utilicen estos 30 dias, utilizando el adyuvante completo de Freund en la
anticuerpos. Su mayor aplicacién ha sido en las primera dosis e incompleto en las restantes, hasta completar
investigaciones y no existen reportes de su desempefo en un total de ocho inmunizaciones durante ocho meses.
ensayos de latex aglutinacion. Después de la primera y segunda inmunizaciones se
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colectaron los huevos los dias 10, 20 y 30; a partir de la
tercera inoculacién, la recogida se realiz6 a los 15 y 30 dias
posteriores a cada inoculacién hasta llegar a un total de
30 posturas (6).

Purificacion de IgY

La yema de huevo se separé manualmente de la claray se le
corté su membrana para extraer el contenido. Para la
eliminacion de los lipidos se tomaron 10 mL de yema, a los
que se adicionaron 40 mL de solucién amortiguadora de Tris
salino (TBS) con agitacion constante. Seguidamente, se
anadieron, gota a gota, 3 mL de sulfato de dextrana al 10%.
Luego de 5 min de agitacién se adicionaron 7,5 mL de CaCl,
1 mol/L, sin interrumpir la agitacién; la mezcla se centrifugé a
3.600 rpm durante 25 min, descartandose el precipitado (7).
Para la extraccion de los anticuerpos se midio el volumen del
sobrenadante y se le adicioné un volumen igual de Na,SO, al
34%. La mezcla se centrifugd en las mismas condiciones,
anteriormente descritas.

En esta ocasién se tomo el precipitado y se le adicionaron
23 mL de Na,SO, al 17%. Este paso se repiti6 y al segundo
precipitado se le anadieron 23 mL de Tris-HCL 60 mmol/L
con 3,45 g de Na,SO,. Al nuevo precipitado se le adicionaron
23 mL de Na,SO, al 15%. Todas estas centrifugaciones se
realizaron en un equipo Eppendorf 5415C a 12 000 rpm
durante 10 min. El precipitado final se restituy6 en 10 mL de
glicina-NacCl 8,5 g/L 0,2 mol/L pH 8,2 (glicina-NaCl).
Finalmente, se realiz6 una primera dialisis contra agua
destilada para eliminar el Na,SO,, y una segunda contra la
solucion amortiguadora de glicina-NaCl. Los anticuerpos
purificados se conservaron a -20 °C (8).

A cada una de las fracciones de IgY obtenidas se le midié la
densidad o6ptica a 280 nm en un espectrofotémetro UV/VIS
para determinar su concentracion (e=13,2) (9), y se les realizé
una electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS), empleando geles al
7,5% (10). Se utilizaron los patrones de masa molecular:
miosina 212 kDa, o2-macroglobulina 170 kDa,
B-galactosidasa 116 kDa, transferrina 80 kDa y glutamato
dehidrogenasa 53 kDa. Finalmente, a todas las fracciones se
les ajusté la concentracion a 1 mg/mL con solucién
amortiguadora de glicina-NaCl.

Titulacion de anticuerpos IgY anti-HBsAg

A cada una de las fracciones de IgY, obtenidas del proceso de
purificacion y correspondientes a todos los huevos colectados
durante el periodo de estudio, se le determinaron los niveles
de anticuerpos anti-HBsAg mediante un sistema
ultramicroanalitico (UMELISA anti-HBsAg), desarrollado por
el Centro de Inmunoensayo (5). De acuerdo con el titulo de
anticuerpos las fracciones correspondientes a cada una de
las gallinas se agruparon en tres mezclas: M1 (>500 000
ul/L), M2 (100 000-500 000 UI/L) y M3 (<100 000 UI/L).
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Preparacion de los reactivos y ensayos de latex-
aglutinacion

Se prepararon seis reactivos de latex-IgY con los anticuerpos
procedentes de cada una de las mezclas de IgY (M1, M2 y
M3) de las dos gallinas sin diluir. A 1 mL de cada mezcla de
IgY se le anadieron 100 uL de suspensién de latex, se
agitaron 2 h a temperatura ambiente, se centrifugaron a
12.000 rpm durante 5 min en el equipo Eppendorf5415Cy se
lavaron tres veces en la solucién glicina-NaCl.

Posteriormente, se evalud la estabilidad de cada variante de
la forma siguiente: en una lamina de fondo oscuro se
depositaron en la zona de reaccion 20 uL del reactivo de
latex y 20 uL de solucion amortiguadora, se mezclaron las
2 gotas y se observé la preparaciéon durante 5 min. Si se
mantenia homogénea se consideraba estable, si se producia
aglutinacion se desechaba (11).

De forma similar, para realizar los ensayos de aglutinacion
con el latex-IgY se mezclaron, en una lamina de fondo oscuro,
20 ulL del reactivo de latex-aglutinacion (latex-lgY) con 20 uL
de muestra. Para dispensar los volimenes se usaron
micropipetas automaticas (Eppendorf). La lectura se realizé
visualmente bajo una buena iluminacién. La aglutinacién se
evalué con cruces (1+, 2+, 3+, 4+) en correspondencia con
su intensidad. El titulo correspondié a la tltima dilucién que
dio resultado positivo. Se consider6 el resultado positivo (+)
0 negativo (-) si se producia o no aglutinacién en 5 min de
reaccion (11).

La presencia del FR en los sueros se determiné mediante el
reactivo Latex-FR producido en la propia Empresa “Carlos J
Finlay”.

Evaluacion de los ensayos de latex-lgY

Se evaluaron las seis variantes de latex-IgY en paralelo con
un reactivo comercial de principio similar, de la firma francesa
Elitech. Este reactivo se basa en una suspension de particulas
de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales con una
sensibilidad de 20 ng/mL.

La evaluacion de los latex-IgY se efectu6 frente a un panel
de 25 muestras positivas y 25 muestras negativas, clasificadas
mediante el sistema UMELISA anti-HBsAg (5), procedentes
del Instituto de Gastroenterologia.

Para comparar el desempefo del ensayo de latex-1gY frente
al reactivo comercial de principio similar se confeccion6 una
tabla de contingencia 2X2 y se calcularon la sensibilidad
(S = PV/PV+NF x 100%), la especificidad (E = NV/NV+PF x
100%) y los valores predictivos positivo (VPP = PV/PV+PF x
100%) y negativo (VPN = NV/NV+NF x 100%). El coeficiente
kappa (K;) se determin6 por el software estadistico Vassar
Starts y se valor6 seguin los margenes propuestos (12).
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Resultados

Obtencion de inmunoglobulina Y

La concentraciéon media de inmunoglobulina Y en las
fracciones fue 9,85 + 0,81 mg de IgY por mL de yema, lo que
esta en el rango 6-20 mg/mL informado por otros autores (2)
(Tabla 1).

El patrén tipico de las electroforesis en SDS-PAGE, usando
el método de tincidén con nitrato de plata correspondiente a
las fracciones de IgY, puede observarse en la Figura 1. Una
sola banda entre 170 y 212 kDa arrojé la electroforesis, lo
cual coincide con la masa molecular de la IgY que se encuentra
entre 160y 190 kDa (1,10). Estos resultados, junto con los de
la electroforesis, demuestran la reproducibilidad del método
empleado para la purificacién de la IgY y permiten concluir
que es adecuado para los propésitos de la investigacion.

Respuesta y titulacion de anticuerpos IgY anti-
HBsAg

El estudio cinético de la respuesta de anticuerpos anti-HBsAg
mediante el UMELISA anti-HBsAg mostr6 que los niveles de
anticuerpos comenzaron a elevarse a partir de la tercera
inmunizacién para ambas gallinas y alcanzaron un maximo
alrededor de los 15 dias después de cada reactivacion con
una caida relativa en el entorno de los 30 dias (Fig. 2).

Esto coincide con lo informado por otros autores (2) que
plantean que el periodo Util para la recoleccion de los huevos
es a partir de la tercera inmunizacion (titulos >100 000 UI/L).
Se puso de manifiesto la necesidad de mantener la presencia
del antigeno (inmunizaciones periédicas) para sostener los
titulos de anticuerpos en estas aves. Aunque la cinética de
produccién de anticuerpos fue similar para las dos gallinas,
la G2 alcanz6 mayores niveles de anticuerpos anti-HBsAg que

( —— )
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170 kDa 2 ! st l. .
116 kDa
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53 kDa

Fig.1. Electroforesis SDS-PAGE 7,5%. Los resultados
corresponden a 5 fracciones de IgY. Estos resultados fueron
iguales para todas las fracciones de IgY obtenidas. Leyenda: P:
Patron de alto peso molecular.

la G1 (2 209 500 UI/L vs 1 142 000 UI/L). En ambos casos los
mayores niveles se lograron después de la cuarta inmunizacion
(Tabla 1y Fig. 2).

Se logré un rendimiento de unos 3 g de IgY por gallina durante
los seis meses posteriores a la tercera inmunizacién.

Evaluacion de los ensayos de latex-lgY

Las seis variantes de latex-lgY, preparadas con las tres
mezclas de anticuerpos IgY (M1, M2, M3) de las dos gallinas,
sin diluir, se mantuvieron homogéneas durante 2 min.

Este es el criterio de estabilidad que usualmente se emplea
cuando se preparan reactivos de latex-aglutinacion (11).

El estudio del desempefio de los 6 ensayos de latex-IgY frente
al panel de 50 muestras arrojé que solo aquellos que se

Tabla 1. Concentracién de IgY vy titulo de anticuerpos anti-HBsAg (UI/L) en la yema durante el tiempo de inmunizacién de las

dos gallinas.
Gallina 1 Gallina 2

Dias Inmunizacién  mg IgY/mL yema  Titulo (UI/L) Dias Inmunizacién ~ mg Ig¥/mL yema  Titulo (UI/L)
10 ira 10,2 290 10 1ra 8,70 350,0
20 1ra 8,90 4,901 20 1ra 10,75 326,1
10 2da 10,80 2, 657 10 2da 9,75 11,515
20 2da 9,67 3,870 20 2da 10,35 23,270
30 2da 9,67 4,399 30 2da 8,85 23,610
15 3ra 9,22 498,300 15 3ra 10,80 327,600
30 3ra 9,90 474,00 30 3ra 9,75 200,400
15 dia 11,70 326,100 15 4ta 10,35 357,000
30 4ta 9,90 148,200 30 4ta 9,90 154,300
15 Sta 9,00 1,142, 00
30 5ta 10,65 329,100
15 Gla 10,80 162,400 15 7ma 9,00 2,209,500
30 6ta 9,22 397,800 30 7ma 10,50 819,000
15 7ma 8,70 797,00 15 8va 8,70 686,500
30 7ma 9,00 ND 21 8va 10,72 268,800
30 8va 10,20 209,200 30 8va 10,80 146,800

M1: 969.500 UI/L — M2: 318.137 Ul/L — M3: 3.223,4 Ul/L

M1:1.238,333 UI/L — M2: 242.483 UI/L — M3: 11.814,2 UI/L

ND: No determinado
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Fig.2. Cinética de la respuesta de anticuerpos IgY anti-HBsAg en las 2 gallinas inmunizadas con MPA. Titulos bajos (< 100 000 UI/L);
Titulos medios (100 000 Ul/L- 500 000 UI/L); Titulos altos (> 500 000 UI/L).

Tabla 2. Resultados del ensayo de latex-IgY.

- Latex G-1 Latex G-2 . ] El procesamiento estadistico demostro la alta especificidad
Muestras Positivas Latex Elitech [ . . L 2
M-1 M2 M-1 M-2 y sensibilidad del ensayo de latex aglutinacién para HBsAg
266 4+ B+ 4+ 3+ A+ (Tabla 3), aun considerando que el reactivo de referencia
226 4+ 2+ 4+ 2+ 4+ utilizado pudiera haber dado como positivos falsos las dos
534 * - - - - 4+ muestras que contenian concentraciones elevadas de factor
438 3+ + 4+ 2+ 3+ reumatoide.
545 4+ 3+ 4+ 3+ 4+
8140 4+ 3+ 4+ 3+ 4+ 3 ) )
5001 A e A 3y Ay Tabla 3. Desemperio de los ensayos de latex-IgY y latex-1gG.
1002* - - - - 3+ Reactivo de referencia
442 4+ 3+ 4+ 3+ 4+ Latex Elitech (IgG murina)
1265 44+ 34+ 4+ 3+ 4+ Positivos Negativos Total
432 4+ 3+ 4+ 3+ 4+ Reactivo Positivos 23 0 23
695 3+ 2+ 4+ 3+ 3+ Latex-gY Negativos 2 25 27
333 44 3+ 4+ 44 3+ Total 25 25 50
476 4t 3+ 4t 4+ 4+ VPP=100% VPN=93% Sensibilidad=92% Especificidad=100% Kp=0,96
5135 4+ 3+ 4+ 3+ 4+
121 4+ 3+ 4+ 3+ 4+ ] .,
166 3+ 2+ 4+ 3+ 4+ Discusion
643 4+ 2+ 44 3+ 3+ . ‘g - .
189 S S o) 37 o La tecnologia IgY reemergioé en los afos noventa del siglo
Y 4+ 3+ 4+ 3+ A+ pasado en un escenario poco favorable para su desarrollo en
402 44+ 3+ 4+ 4+ 4+ el campo del inmunodiagnéstico, invadido por los anticuerpos
6615 4+ 3+ 4+ 3+ 4+ policlonales de conejos y caprinos y los monoclonales de
199 4t .21 ..8% 3+ 4t ratén, cuya eficacia estaba mas que demostrada.
6012 4+ 3+ 4+ 3+ 4+
874 4+ 2+ 4+ 3+ 4+

*Muestra 534 FR (+) dilucién 1/16.  *Muestra 1002 FR (+) dilucién 1/16
prepararon con las mezclas de anticuerpos de titulos mayores
de 100 000 UI/L fueron capaces de producir aglutinacion
(Tabla 2).

La intensidad de la aglutinacién fue mayor para los
anticuerpos G2, a los que correspondieron los titulos mas
altos de anticuerpos anti-HBsAg. Se evidenci6 una alta
sensibilidad (92%) de los ensayos de latex-lgY; solo dos de
las muestras positivas no pudieron ser detectadas,
coincidiendo en ambas la presencia del FR. Los resultados
con las muestras negativas para HBsAg fueron los esperados.
Las 25 muestras dieron negativas con las seis variantes del
reactivo de latex-lgY, al igual que frente al latex comercial y al
deFR.
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No resulta extrafo que los seguidores de esta nueva
tecnologia en el mundo sean pocos, entre los que se destacan
aquellos que abogan contra el sufrimiento de los animales
2, 3).

A pesar de estas realidades, no se debe desestimar la
produccién de anticuerpos IgY como una alternativa, dada
sus ventajas.

Las aves, especialmente las gallinas, son mas faciles de
manipular que los animales que se utilizan habitualmente en
las inmunizaciones, ya que no requieren de sangrado para la
obtencién de los anticuerpos que pasan a la yema de los
huevos, toleran bien las inmunizaciones, y los adyuvantes
tradicionales inducen buenas respuestas contra antigenos
filogenéticamente relacionados, dando rendimientos similares
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o superiores a los obtenidos en mamiferos (7). A esto se
suma que la IgY, a diferencia de los anticuerpos IgG de
mamiferos, no une el FR, lo que la hace particularmente Util
en las pruebas seroldgicas (13).

Considerando las ventajas de los anticuerpos aviares, si se
quiere asumir su produccién, se hace necesario tener en
cuenta que los métodos y procedimientos habituales de
obtencién de anticuerpos no pueden extrapolarse a la
tecnologialgy.

La composicién de la yema del huevo como fuente de
extraccién, rica en material lipidico, y las diferencias
estructurales de la IgY con las IgG de mamiferos (14) hacen
que los métodos y procedimientos tradicionales para la
obtencién de anticuerpos no sean utiles en aves y que se
requiera el estudio y adecuacién de esquemas de
inmunizacién, métodos de purificacién y sistemas de
evaluacion de anticuerpos IgY.

Esta investigacion se hainspirado en tales propdsitos y tomé
como modelo la produccion de anticuerpos anti-HBsAg en
gallina para elaborar un ensayo de latex-aglutinacién. La
necesidad de altas concentraciones de anticuerpos para
lograr la aglutinacion en los ensayos de latex-IgY pudo estar
dado por larigidez de la molécula IgY que, a diferencia de la
IgG de los mamiferos, presenta un dominio constante,
adicional, en sustitucién de la bisagra.

Al evaluar los seis ensayos de latex-IgY y compararlos con el
reactivo de la firma francesa Elitech, de principio similar pero
que utiliza anticuerpos monoclonales de ratén, se observd
una buena correspondencia (K,=0,96) en los resultados.

Se exceptian dos muestras positivas del panel que dieron
negativas con los seis ensayos de latex-IgY, pero que fueron
identificadas con el latex comercial. Esto apunta a un menor
grado de sensibilidad de los ensayos preparados con los
anticuerpos aviares, que puede ser mejorado técnicamente
con empleo de particulas de latex de diametro mas pequeno.
Esta reportado que al disminuir el tamafo de la particula de
latex se puede favorecer la agregacion, por estar mas cerca
una particula de otra.

En el caso de la IgY, una molécula menos flexible que los
anticuerpos IgG de mamiferos, pensamos que es conveniente
probar esta opcién que podria mejorar la detectabilidad de
cualquier ensayo que utilice anticuerpos aviares en el
recubrimiento. Aunque no se descarta que en esa menor
sensibilidad pudiera también haber influenciado el factor
reumatoide (11).

Consideramos que los resultados obtenidos en esta
investigacion ponen de manifiesto que estamos en presencia
de una tecnologia aplicable a la industria farmacéutica. Las
limitaciones que se le podrian adjudicar a la produccion de
anticuerpos en aves se resuelven con una adecuacién de las
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condiciones para el mantenimiento de los animales, la
purificacién de los anticuerpos a partir de la yema de huevo y
los métodos de titulacion.

Una vez definidas estas condiciones, la tecnologia IgY puede
resultar mas sencillay econémica que aquellas que se utilizan
en la produccion de anticuerpos policlonales de mamiferos,
en particular cuando se trabaje con antigenos altamente
conservados (2).
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IgY antibodies in latex-agglutination assay

Abstract

Avian antibodies (IgY) display some advantages in relation to the mammalian IgG antibodies due to its easy
procedure for generation and purification and besides for its lower production cost. The objective of this work was
to analyze the feasibility of binding IgY antibodies to polystyrene particles and to evaluate its performance in
latex-agglutination tests in slide. For this purpose, the detection of hepatitis B surface antigen (HBsAg) was used
as a model. Leghorn hens were immunized with the active pharmaceutical ingredient (MPA) used in the
manufacturing of the Cuban recombinant vaccine Heberbiovac HB. The obtained antibodies were purified and
used in the preparation of the latex particles (0.8 um) for the detection of the HBsAg by agglutination. The
performance of the test was evaluated with 50 serum samples against similar commercial reagent. The results
obtained were satisfactory and demonstrated the feasibility of binding such avian antibodies to latex particles.
These results open a perspective to the use of this type of assay for the rapid diagnostic of many diseases.
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