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RESUMEN

Introduccion

La inmunoglobulina Y (IgY) es un anticuerpo obtenido de la yema del huevo de
aves, no presente en mamiferos. Las diferencias estructurales y de purificacion
con respecto a la IgG de mamiferos hacen de la IgY un anticuerpo con mayores
beneficios para la realizacién de ensayos con fines diagndsticos.

Objetivo

El objetivo de esta revision es exponer las aplicaciones experimentales de la IgY
en el diagndstico de enfermedades humanas con el fin de incentivar el interés
cientifico y promover la investigacion y desarrollo de métodos que mejoren y
faciliten el diagnostico. Las ventajas del uso de IgY en diagndstico con respecto al
uso de IgG son: la extraccion facil mediante métodos no invasivos, el bajo costo, la
presencia de altas concentraciones en la yema, la ausencia de reacciones cruzadas
con factores reumatoideos y la no activacion del complemento en mamiferos.
Con base en esto se han desarrollado distintos ensayos inmunoldgicos dirigidos
al diagndstico de infecciones por patdégenos como: Trypanosoma cruzi, Giardia
duodenalis, Salmonella enterica, virus de la Hepatitis A, Leptospira spp., virus del
Papiloma 16, SARS-CoV, Escherichia coli O157:H7 y enteropatégena, Echinococcus
spp. Y Toxoplasma gondii; enfermedades como: cancer de mama y talasemia; y
deteccion de biomarcadores y otras moléculas como: proteina C reactiva y morfina
en orina.

Conclusion

La utilidad de la IgY en el diagndstico de enfermedades humanas es variada y
representa una fuente mas econdémica y practica para llevar a cabo estos procesos,
por lo que deben continuarse los estudios con este anticuerpo para el logro de
nuevos avances en profilaxis, diagndstico y tratamiento.
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INTRODUCCION

a Inmunoglobulina Y (IgY) es un

anticuerpo presente en aves. En estos

animales, a diferencia de los mamiferos
y seres humanos, solo se presentan 3 tipos de
inmunoglobulinas: la Inmunoglobulina M
(IgM) v A (IgA) de caracteristicas similares
a las de los seres humanos, y la IgY que es la
equivalente a la Inmunoglobulina G (IgG) en
mamiferos [1,2]. Estas inmunoglobulinas viajan
desde la sangre hasta el huevo, predominando
la IgA yla IgM en la clara del huevo y la IgY en
la yema. La transferencia de la IgY a la yema
ocurre por un proceso activo donde los ovocitos
captan mediante receptores especificos la IgY
sérica. Este proceso tarda aproximadamente 5
dias en realizarse (Figura 1) [1].

Muchos investigadores han desarrollado
modelos de extraccidon de anticuerpos
monoclonales y policlonales de IgY a partir de
la yema del huevo con el fin de utilizarlos para
la prevencion, diagnoéstico y tratamiento de
enfermedades, no sélo humanas sino también
animales [1,2]. Los primeros experimentos
donde se utilizé la IgY fueron realizados en el
afio 1893 por Klemperer. Se inocularon ratones
con anticuerpos IgY extraidos de la yema del
huevo de gallinas que fueron previamente
inmunizadas con toxinas de Clostridium tetani.
Los resultados mostraron, que el anticuerpo
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Figura 1. Transferencia de la IgY a la yema
del huevo.

Fuente: Igybiotech.com [Internet]. Alberta: IgY Inc.

Disponible en: http://www.igybiotech.com/IgYOVerview/
tabid/75/Default.aspx
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ejercia un efecto protector en ratones contra
futuras infecciones por C. tetani [1]. No fue
sino hasta el aflo 1979 con el crecimiento de
la avicultura industrial que estos resultados
tomaron importancia debido a la facilidad de
obtencién de gran cantidad de anticuerpos sin
requerir métodos invasivos [1,2].

Actualmente existen Kkits comerciales
creados para realizar una facil extraccion de
los anticuerpos de IgY a partir de huevos de
gallina [3]. Esto ha beneficiado el estudio de
la IgY, por lo que ha sido posible conocer su
estructura quimica, propiedades y aplicaciones
en distintos ambitos [1,2].

Elobjetivodeestarevision consisteenexponer
las aplicaciones a nivel experimental de la IgY
que se han llevado a cabo para el diagndstico de
enfermedades humanas, con el fin de incentivar
el interés cientifico a través de las ventajas
que ofrece el uso de esta inmunoglobulina y
de promover la investigacion y el desarrollo
de nuevos métodos que mejoren y faciliten el
diagndstico.

Inmunoglobulina Y

La estructura molecular de la IgY es similar a
la de los mamiferos, presentando dos cadenas
livianas y dos cadenas pesadas que contienen
dominios constantes y variables. La cadena
pesada de la IgY estd compuesta por 4 regiones
constantes y una variable por lo que su peso
molecular es mayor que el de la IgG, ya que
esta ultima sdlo presenta 3 regiones constantes
(Figura 2) [1,2].

La utilizacién delos anticuerpos IgY adquiere
gran relevancia debido a que:

1. Se pueden obtener de manera no invasiva
a partir de la yema de huevo grandes
cantidades de la inmunoglobulina en
comparacion con la IgG extraida de conejo.
Esto es de utilidad ya que reduce el numero
de animales necesarios para obtener una
determinada cantidad de anticuerpos,
ademas de que no atenta contra la vida del
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Figura 2. Estructura molecular de la IgG vs
IgY.

Fuente: Chiou V. Duck antibodies for IVD applications: a
naturally existing analog to mammalian antibodies offers
an alternative with broad applications. IVD Technology
2002.

Disponible en: http://www.ivdtechnology.com/article/
naturally-existing-analog-mammalian-antibodies-offers-
alternative-broad-applications.

animal [1,2,4].

2. Noreacciona en forma cruzada con el factor
reumatoideo debido a que no posee los
sitios de unién en la regiéon Fc de la cadena
pesada, a diferencia de la IgG, por lo que su
uso contribuye a reducir los falsos positivos
en la medicién de algunos reactantes de fase
aguda como la proteina C reactiva [1,2,4].

3. No activan el sistema del complemento en
mamiferos [1,2,4].

4. Son mas especificos que los anticuerpos
IgG para reconocer proteinas humanas, lo
cual se debe la mayor distancia filogenética
entre aves y humanos [1,2,4].

5. Su purificacion es simple y no es costosa
[1,2,4].

El proceso de obtenciéon de anticuerpos
IgY consta de dos fases: 1. inmunizacién y 2.
extraccion y purificacion [1-4]. En la fase de

inmunizacién se inocula a la gallina con el
antigeno que se desea estudiar, tomando en
cuenta que debe administrarse en combinacion
con adyuvante completo o incompleto de
Freund. Se deben repetir las inmunizaciones en
dias sucesivos (Por ejemplo: a los 15, 30, 45, 60,
90 y 120 dias) y posteriormente recolectar los
huevos en diferentes dias [4].

Para la extraccién y purificacién existen
diversos métodos que se adaptan a los
requerimientos delainvestigacidn, sin embargo,
esta fase se basa en 4 principios: remocidn total
de la albumina, separacion de la membrana de
la yema, extraccion de lipoproteinas y lipidos
(usando un detergente o solvente organico
como cloroformo) y purificaciéon de la IgY
[2]. Para la fase final de purificacion existen
distintos métodos como precipitacién con
sulfato de amonio o polietilenglicol y técnicas
de cromatografia de afinidad, entre otras [2].

Uno de los kit comerciales de extraccién de
la IgY describe los siguientes pasos (Figura 3)

[3]:
1. Separacién de la clara de la yema del huevo
(remocidn de la albiumina).

2. Mezclado de la yema con un reactivo
deslipidante e incubacién por dos horas a
4°C (extraccién de lipoproteinas y lipidos).

3. Centrifugacion de la muestra a 4°C por 15
minutos a 4000x g.

4. Mezclado en iguales cantidades del reactivo
precipitante con el sobrenadante que quedd
de la centrifugacion (purificacion dela IgY).

5. Centrifugacion a 4°C por 15 minutos a
4000x g descartando el sobrenadante.

6. El precipitado se suspende en PbS en un
volumen igual al original de la yema de
huevo.

Obteniendo de esta forma una concentracién
de 4 a 7 mg/ml con una pureza del 90% o
superior. La concentraciéon de IgY en la yema
de huevo es variable [1,4] y oscila entre 10 y 20
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Figura 3. Proceso de obtencién y purifi-
cacion de la IgY.

Fuente: Adaptado de Gallusimmunotech.com [Internet].
North Carolina: Gallus immunotech Inc. Disponible en:
http://www.gallusimmunotech.com/IgY-Purification-Kit-
Instructions

mg/ml, lo que permite extraer hasta 200 mg
por yema [4].

Una vez obtenidos los extractos de IgY, se
pueden utilizar en distintos experimentos
dirigidos hacia la deteccion del antigeno
especifico en  muestras  determinadas
empleando técnicas como Western blot o
Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas
(ELISA). Bajo estos principios, numerosos
investigadores han desarrollado diferentes
protocolos con el fin de estudiar la IgY como
un anticuerpo capaz de sustituir la IgG para el
diagndstico de patologias humanas. Algunas
utilidades de la IgY en el diagndstico y en la
deteccion de biomarcadores y otras moléculas

Blanco-Carrero CS, et al.

se describen a continuacion.

IgY en el diagndstico de infecciones por
patégenos

Trypanosoma cruzi

En el diagnéstico de Trypanosoma cruzi,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
recomienda realizar pruebas inmunoldgicas
principalmente para la fase crénica. Por
carecer de pruebas que tengan un 100% de
especificidad y sensibilidad, la OMS propone
el empleo de tres métodos inmunoloégicos para
el diagnostico confirmatorio, dentro de los que
se encuentran la hemaglutinacién indirecta
[HAI], inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
ELISA. Las posibilidades de falsos positivos se
incrementan debido ala presencia de reacciones
cruzadas de T. cruzi con otros parasitos como
Leishmania spp. y Trypanosoma rangeli, por lo
que para el diagndstico definitivo se necesitan
que sean positivas al menos dos de las tres
pruebas [5].

Estudios realizados en el Laboratorio de
Protozoologia de la Universidad de Carabobo
en Venezuela, muestran la produccién de
anticuerpos IgY en gallinas posterior a la
inmunizacién con epimastigotes de T. cruzi.
Se compararon varias pruebas de purificacién
de IgY, cuyo mejor resultado se obtuvo con
aquella que consistia en la emulsificacion de
lipidos con cloroformo y precipitacion de IgY
con polietilenglicol. Utilizando la técnica de
ELISA, se encontré que, se requeria de 7 ng de
IgY por cada 1 pg de antigeno. Posteriormente,
emplearon la técnica de Western blot para
evaluar la reactividad de la IgY en presencia
de antigenos de epimastigotes de T. cruzi
encontrando, que una cantidad de 5 pug/ml de
IgY poseian 11 antigenos diferentes en 8 ug de
proteina total de epimastigotes [4].

Estos resultados muestran que efectivamente
se pueden obtener anticuerpos IgY anti-T.
cruzi y que en un futuro podrian sustituirse a
los anticuerpos IgG utilizados en los métodos

ACE 2014; 9(1)
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convencionales de diagndstico de T. cruzi, con
el fin de disminuir la reactividad cruzada y
superar la especificidad de las pruebas actuales.

Giardia duodenalis

La giardiosis es una infecciéon intestinal
causada por Giardia duodenalis (Giardia
lamblia o intestinalis). El diagndstico de
esta enfermedad se realiza tradicionalmente
visualizando quistes o trofozoitos del parésito
en materia fecal [6]. Sin embargo, sensibilidades
mayores a 85% para la deteccidon del parasito
por examen de heces al fresco raramente se
logra, debido a que la excrecion de quistes es
variable; en algunos pacientes es constante
mientras en otros pueden pasar largos periodos
con la infeccidn pero sin excretar tantos quistes.
En este caso, es necesario repetir el estudio
de heces, hacer un aspirado duodenal o una
biopsia del intestino delgado [6,7].

Una alternativa para establecer la presencia
de G. duodenalis es la deteccién de antigenos
del parasito en heces mediante anticuerpos
policlonales  anti-G. duodenalis [6,8].
Actualmente, existen kits de deteccién de
antigenos para utilizarlos en pruebas de ELISA
con una sensibilidad que varia entre 85% a 98%
y una especificidad entre 90% a 100% en los
cuales se emplean anticuerpos IgG de conejos
inmunizados [8].

También, ha sido reportado la produccion
de anticuerpos policlonales IgY para el
diagndstico de aislamientos provenientes de
poblacién colombiana, de G. duodenalis con
el fin de obtener anticuerpos en gran cantidad
con técnicas menos invasivas, mediante el
uso de huevos de gallina. Los investigadores
desarrollaron un experimento en el que
inmunizaron tres gallinas via intramuscular con
trofozoitos del parasito, cuyas inmunizaciones
se realizaron a los 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120
dias. Luego en cada etapa recogieron los
huevos de la inmunizacién y purificaron la IgY
por deslipidacién y precipitacién por medio
de cinco protocolos diferentes. Seguidamente,

realizaron la evaluacién inmunoquimica
de la IgY anti-G. duodenalis mediante
inmunodifusién, contrainmunoelectroforesis y
Western blot [7].

De los 5 protocolos desarrollados, el mas
sensible al antigeno de G. duodenalis fue el
protocolo que empleaba dextran sulfato/
cloruro de calcio en la deslipidaciéon vy
de sulfato de amonio en la precipitacion,
obteniendo titulos de anticuerpos de hasta
1:32. Los autores sugirieron que la IgY anti-
Giardia puede emplearse para la realizacién
de inmunoensayos que identifiquen antigenos
del parasito en muestras de heces humanas o
de animales infectados experimentalmente [8].

Salmonella enterica

El género Salmonella spp. incluye a un grupo
de bacilos gram negativos que incluye dos
especies: S. enterica y S. bongori. Dentro de
la especie S. enterica existen varios serotipos
de los cuales algunos de los mas importantes,
que causan la mayor parte de las patologias en
humanos son Typhi, Typhimurium, Paratyphi
y Enteritidis [9]. Diversos estudios han
demostrado la capacidad dela IgY para detectar
antigenos de S. enterica, principalmente
serovariedad Enteritidis y otros, investigadores
han encontrado la forma de inhibir in vitro
el crecimiento de Salmonella spp. y de utilizar
estos anticuerpos en la prevencion de la
colonizacion de esta bacteria en aves [10-14].

En una de estas investigaciones, se utiliz6 la
IgY de huevos de gallina para aglutinar estos
anticuerpos con antigenos de S. enterica serovar
Enteritidis [14]. Los investigadores tomaron
dos grupos de 6 gallinas; un primer grupo (V)
se vacuné con dos dosis de una bacteriana
contra S. enterica serovari Enteritidis, mientras
el segundo grupo “testigo” (T) no se vacuné.
Una vez purificados estos anticuerpos IgY
anti-Salmonella se observd la reaccién por
aglutinaciéon somatica y flagelar, entre estos y
357 cepas de S. enterica, 10 cepas de diferentes
especies de la familia Enterobacteriaceae y dos

ACE 2014; 9(1)
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cepas de la familia Vibrionaceae. Los extractos
T fueron negativos para todas las cepas y
especies; sin embargo, uno de los extractos del
grupo V aglutind a diversas cepas de Salmonella
con estructura antigénica similar a la cepa
vacunal, siendo negativo estos extractos con
aquellas salmonelas con antigenos diferentes y
otras especies de la familia Enterobacteriaceae
y Vibrionaceae. Los autores sugirieron que
la IgY puede ser empleada para identificar
serovariedades de S. enterica [14].

Aunque el cultivo es el método diagndstico
tradicional para la identificacién y aislamiento
de Salmonella spp. [11],1a confirmacion de estas
colonias requiere de tiempo y de la utilizacién
de pruebas bioquimicas donde finalmente la
mayoria de ellas no resultan ser salmonelas,
sino otros géneros relacionados, como Proteus
o Citrobacter [15], por lo que podria evaluarse
la posibilidad de realizar inmunoensayos de
deteccion de antigenos en muestras de heces
o sangre, en busca de aligerar el proceso de
diagndstico y de crear métodos precisos que
caractericenlos aislamientos de salmonela hasta
el nivel de serovariedad, cobrando importancia
de esta forma, el empleo experimental de la IgY
[14,15].

Por otro lado, la IgY no solo serviria
como un complemento en el diagndstico de
salmonela en humanos, sino también en aves
[10-12], en las cuales, no sélo este anticuerpo
ha sido estudiado para el diagnostico, sino que
ademads se ha investigado sobre la capacidad de
la IgY para inhibir el crecimiento in vitro de
S. enterica serovar Enteritidis y Typhimurium
[10-12], asi como sobre la ingestién en aves
de un preparado con IgY especifica junto con
probidticos, en los que se encontrd que la IgY
reducia la colonizacidn por S. enteritidis [13].
Esto ultimo es de relevancia ya que representa
un punto clave que permitirfa disminuir la
tasa de transmision de la enfermedad desde el
reservorio hacia los humanos por la ingesta de
alimentos contaminados [10-13].

Blanco-Carrero CS, et al.

Escherichia coli

Escherichia coli O157:H7 es un serotipo
conocido de E. coli enterohemorragica,
productora de gastroenteritis en el hombre
mediante la liberaciéon de numerosas toxinas
que lesionan la mucosa intestinal. Esta variedad
de la bacteria fue detectada por primera vez en
una intoxicacién por hamburguesas en Estados
Unidos, en el ano 1982. Se caracteriza porque
puede sobrevivir en ambientes acidos que
suelen ser lesivos para otros patégenos, como
el de los alimentos fermentados, y ademas
el tiempo de supervivencia a temperaturas
de refrigeraciéon es mayor que a temperatura
ambiente [16]. La enfermedad se transmite por
la ingestion de carnes de vaca poco cocidas y
en se ha documentado la transmisién mediante
la ingestién de leche de vaca no procesada.
[16,17]. A nivel mundial, estas infecciones
se han hecho mas caracteristicas y relevantes
en América del Norte, Europa y la region
meridional de América del Sur [16].

Para el aislamiento, identificacion y
caracterizaciéon de serovariedades de E. coli se
utilizan métodostradicionales,invivoeinvitroy
debiologia molecular. El aislamiento tradicional
consiste en la toma directa de la bacteria en
la materia fecal, para luego sembrarla en un
medio de Agar Mc Conkey [17]. Los métodos
de cultivo empleados para la deteccion de E. coli
O157:H7 suelen ser laboriosos; generalmente
incluyen un pre-enriquecimiento, seguido por
un enriquecimiento selectivo y confirmacién
bioquimica, lo cual puede tomar dias o semanas
y ademas los microorganismos aislados
necesitan ser confirmados serolégicamente con
antisueros O157 y H7 [18].

Laidentificacion delas cepas sehace mediante
pruebas bioquimicas en medios como Triple
Sugar Iron, Lysine Iron Agar, Motility Indole
Ornitine, citrato, sorbitol, mucato, urea, rojo de
metilo, malonato y caldo manitol-rojo de fenol.
Ademas, puede reconocerse la cepa O157:H7
por medio de serotipificacion, produccion
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de toxinas, por cuantificaciéon de anticuerpos
contra el lipopolisacarido de la pared y por la
demostracién de factores de virulencia como
p0157 [17].

Un estudio en la Universidad de Alberta
en Canada implementd un nuevo método de
deteccion rapido, sensible y especifico para el
aislamiento de la bacteria, ademas de barato
y fiable. Por medio de un ELISA sandwich
se detectaron antigenos de E. coli O157:H7
usando anticuerpos tipo IgY de gallina. Estos
anticuerpos IgY se obtuvieron a partir de
huevos de gallinas inmunizadas con la cepa
E. coli O157:H7 y se purificaron mediante
métodos de dilucién en agua y cromatografia
con gel de Sephacryl S-300. Los resultados
obtenidos indicaron que por medio de ELISA
de captura se pueden detectar cantidades tan
bajas como 40 UFC/ml de E. coli O157: H7
[19].

En el caso de E. coli O157:H7 no sélo se ha
demostrado que la IgY puede ser utilizada para
detectar antigenos de esta bacteria sino que
ademads se ha afirma la funcién antibacteriana
de la IgY parece ser producto de su interaccién
con ciertos componentes de la superficie de la
bacteria [20].

Otradelas cepas estudiadas para su deteccion
utilizando IgY es E. coli enteropatdgena
especificamente su antigeno BfpA [21]. E.
coli enteropatdgena es uno de los principales
organismos responsables de diarrea infantil
en paises en vias de desarrollo, caracterizada
por evacuaciones acuosas y en algunos casos
vomitos y fiebre.  Patogenéticamente, la
bacteria debe unirse al epitelio intestinal para
generar dafno y esto se realiza por medio de la
uniéon de fimbrias denominadas BfpA, cuya
biogénesis requiere 14 genes codificados en el
plasmido de virulencia denominado factor de
adherencia o EAF, que permiten la formacién
de microcolonias [22].

Actualmente parael diagnostico,labacteriase
aisla de muestras de heces en medios selectivos

y diferenciales como Agar Mc Conkey o de
Eosina Azul de Metileno. En casos de sospechas
de E. coli enteropatdgena es necesario técnicas
mas especializadas, ya que se debe diferenciar
desde el punto de vista bioquimico la bacteria
aislada porque las distintas serovariedades son
indistinguibles entre si a simple vista. Para ello
se utiliza serotipificacion, ensayo de adherencia
con células HEp-2, prueba de FAS (tincidon
fluorescente para actina) y técnicas de biologia
molecular que amplifican genes que codifican
a proteinas de virulencia como reacciéon en
cadena de la polimerasa y sondas genéticas,
alcanzando en algunos casos especificidades de
hasta 100% [22].

Se ha reportado wuna alternativa en
diagnoéstico con la utilizacién de subunidades
recombinantes de BfpA que fueron inoculadas
a gallinas, produciendo titulos elevados de
anticuerpos en los huevos, de tipo IgY. Estos
anticuerpos fueron capaces de reconocer
proteinas purificadas o recombinantes de
BfpA, bloquear la colonizacién celular in vitro
por E. coli enteropatégena EAF+, identificar de
manera especifica E. coli enteropatégena EAF+
en heces e inhibir in vitro el crecimiento de E.
coli EAF+. Es por esto que los autores sugieren,
que la IgY anti-BfpA es potencialmente util
como un reactivo especifico y de bajo costo
inmunobiolégico para el despistaje de E. coli
enteropatogena en heces humanas [21].

Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es causada por la infeccion
con Toxoplasma gondii, un parasito intracelular
obligado, que puede encontrarse en casi todo el
mundo, a excepcion de la Antartida y produce
una amplia variedad de sindromes clinicos en
seres humanos [23].

T. gondii infecta a una gran proporcion de la
poblacién mundial, pero poco frecuente causa
una enfermedad clinicamente significativa,
ya que en inmunocompetentes se desarrolla
una infeccién latente. Algunas personas sin
embargo, corren un alto riesgo de desarrollar
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toxoplasmosis grave o  potencialmente
mortal, tales como los fetos, recién nacidos y
pacientes inmunodeprimidos. De aqui deriva
la importancia de un diagnéstico certero y
fidedigno de la infeccién, ya que ademas, esta
enfermedad es reconocida como una causa
importante de morbilidad neurolégica y de
mortalidad entre los pacientes con enfermedad
avanzada por el virus de inmunodeficiencia
humana. Al igual que otros patégenos
oportunistas, 1. gondii causa infecciones
asintomdticas o levemente sintomaticas en
huéspedes sanos, pero rapidamente progresivas
y mortales en pacientes inmunodeprimidos
[23].

El diagndstico de la infecciéon se realiza
mediante numerosas pruebas que incluyen
métodos bioldgicos, seroldgicos, histologicos y
moleculares [24]. Puede hacerse por medio de
la demostracién del parasito en sangre, fluidos
corporales o tejidos, sobre todo en fase aguda
aunque generalmente el diagnostico se basa
en la deteccion de anticuerpos de T. gondii en
pacientes [23].

Existen multiples procedimientos
seroldgicos para la deteccidon de anticuerpos,
los cuales incluyen la prueba de Sabin-
Feldman, la hemaglutinacién indirecta,
la inmunofluorescencia indirecta (IFI), la
aglutinacién directa, la prueba de aglutinacién
del latex, ELISA y la avidez de IgG. IFI y ELISA
se han modificado para detectar la IgM [25,26];
esta inmunoglobulina aparece poco después
de la infeccidn, antes que los anticuerpos IgG
y desaparecen mas rapido que los mismos
después de la recuperacion [24,25]. La prueba
de Sabin y Feldman es altamente especifica
y sensible para medir anticuerpos de IgG,
pero presenta dificultades técnicas y debido a
que requiere de pardasitos vivos, limitando su
empleo a un reducido numero de laboratorios
especializados [27]. En contraparte, el método
de ELISA presenta diversas ventajas sobre las
otras pruebas como lo son: el hecho de que
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se pueden analizar cantidades de muestras en
forma simultdnea utilizando equipos simples,
posee alta sensibilidad y especificidad lo que
la hace una prueba mds confiable y detecta
tanto infecciones recientes como latentes de
toxoplasmosis, mediante la determinacion
simultanea de anticuerpos IgM e IgG [28].

Hassl et al (1985), con el objetivo de
purificar anticuerpos especificos contra el
parasito para usarlos en pruebas de ELISA,
obtuvieron anticuerpos IgY especificos
contra T. gondii. En el estudio, se comparé la
extraccion y purificaciéon de IgY mediante tres
métodos: medicion de proteinas, filtracién
de gel e isoelectroenfoque, siendo la técnica
mas efectiva la filtracion en gel que empleaba
precipitacién con polietilenglicol seguido de
un tratamiento con alcohol. Los tres métodos
comparados produjeron la misma cantidad de
anticuerpos, pero la purificacién no fue igual.
La especificidad de los anticuerpos de yema se
evalué mediante un ensayo de hemaglutinacion
indirecta, una prueba de inmunodifusién
e inmunoelectroforesis. Se compar6é con la
especificidad de anticuerpos IgG obtenidos
de sueros de conejos hiperinmunizados y se
encontraron diferencias en los patrones de
precipitacién de los anticuerpos IgY e IgG,
siendo mas especifica la IgY [29].

Este experimento describe una forma
conveniente y econémica para la produccién
de anticuerpos especificos contra T. gondii. Los
investigadores concluyeron que la especificidad
de la IgY con respecto a la IgG puede ser
distinta y alterar la confiabilidad de las pruebas
serologicas, por lo que una condicién esencial
para que se reemplace el uso de anticuerpos
IgG deberia ser la inmunizacion de gallinas con
antigeno del parasito circulante en sueros de
pacientes infectados [29]. Otros investigadores
lograron aislar también anticuerpos IgY
especificos anti-T. gondii mediante el método de
ELISA apoyando esto los resultados mostrados
por Hassl [30].
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Otros patdgenos

Otros trabajos publicados con respecto a
las aplicaciones de la IgY en el diagndstico
de patdégenos se refieren a la deteccién del
coronavirus causante del Sindrome Respiratorio
Agudo (SARS-CoV), deteccién del virus del
papiloma 16 tipo L1, deteccién de Lesptospira
spp.» Echinococcus spp., y virus de la hepatitis
A, entre otros [31-35].

IgY en el diagndstico de enfermedades
Céancer de mama

Investigadores del National Institute
of Standards and Technology (NIST) en
compania del National Cancer Institute (NCI) y
cientificos de la firma SAIC en Estados Unidos,
desarrollaron un nuevo método, utilizando
IgY de gallina, para la deteccion de una forma
agresiva de cancer de mama que se acompafia
con sobreproducciéon de proteinas HER2
(Human Epidermal Growth Factor Receptor
2) [36,37]. El oncogen HER2 codifica una
proteina transmembrana de su mismo nombre,
con actividad de tirosin-quinasa y cuya porcién
extracelular es capaz de interaccionar con
factores de crecimiento. La sobreexpresion de
esta proteina genera un aumento en el numero
de mitosis de las células cancerigenas por lo
que le confiere mayor agresividad [38].

Eltratamiento de este tipo de cancer de mama
es especifico y difiere de aquellos pacientes que
no presentan una sobreproduccién de esta
proteina, ademds de que se caracteriza porque
genera grandes efectos secundarios, en especial
a nivel cardiovascular. Por ende, surge la
necesidad de detectar las altas concentraciones
de la proteina HER2 con el fin de esclarecer qué
tipo de cancer de mama presentan los pacientes
[39].

Las pruebas utilizadas actualmente para
la deteccién de esta proteina con anticuerpos
IgG de mamiferos pueden ocasionar falsos
positivos, por lo que los investigadores del

NIST en busca de soluciones a este problema,
estudiaron la reactividad de la IgY ante la
proteina HER2 por medio de Western Blot e
inmunohistoquimica utilizando en vez de los
marcadores fluorescentes convencionales un
sistema de marcaje por puntos cuanticos. El
estudio demostrd que la sensibilidad de la IgY
era un 40-50% mayor que la que presentaban
los anticuerpos de mamiferos utilizados
en las pruebas convencionales, ya que no
reaccionaban con otras proteinas humanas que
pudiesen dar falsos positivos [36,37].

Otra de las ventajas de utilizar este sistema
de deteccion, es la capacidad de producir con
rapidez y a gran escala estos anticuerpos y
el marcaje mas fidedigno a través de puntos
cuanticos queadiferencia delos otros colorantes
fluorescentes que han sido empleados, no
pierden su color con el tiempo cuando se
hacen las preparaciones inmunohistoquimicas.
Actualmente, los investigadores del NIST
se encuentran desarrollando un material
de referencia para estandarizar esta prueba
[36,37].

Talasemia

Las talasemias son un grupo de
enfermedades caracterizadas por la alteracion
de la sintesis de una o mas cadenas de globina
de la hemoglobina (Hb). Las consecuencias
hematoldgicas que esto conlleva consisten en
hipocromia del glébulo rojo y exceso relativo
de la cadena desapareada, capaz de generar
inclusiones intracelulares dentro de los
hematies que favorece la destruccion celular
[40]. Dependiendo de la cantidad de genes
afectados, se tienen distintas manifestaciones
fenotipicas. En el caso de la supresion funcional
de ambos pares de genes que codifican para las
cadenas alfa de Hb, se desarrolla hidrops fetal o
Hb de Bart, condicién incompatible con la vida
extrauterina [41].

Actualmente el diagnéstico se realiza por
medio de niveles de Hb, contaje de reticulocitos,
volumen  corpuscular medio (VCM),
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concentraciéon de hemoglobina media (HCM),
examen de sangre periférica y electroforesis
de Hb, ademas de pruebas genéticas como
ADN recombinante, reaccion en cadena de la
polimerasa y anticuerpos monoclonales [41].

En estudios realizados por cientificos del
Department of Biochemistry, Faculty of
Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University
en Tailandia, se utiliz6 la IgY para el diagnéstico
de talasemia por medio de ELISA. En un
inicio, se tomé el hemolizado purificado de un
paciente con Hb de Bart o alfa-talasemia y fue
utilizado para inmunizar a gallinas a las que
posteriormente se le extrajo IgY de sus huevos.
El anticuerpo IgY producido reaccioné con la
cadena gamma de la globina, Hb de Bart, Hb
E, con hemolizado normal de cordén y con Hb
de Bart hidrops fetalis (Hb Bart mas Portland)
y en menor grado con la globina beta, la Hb
A, Hb A2 y hemolizado en adultos, siendo
negativo para la globina alfa. Posteriormente,
estos investigadores purificaron ain mas la
IgY por cromatografia por afinidad utilizando
CNBr-Sefarosa unida a Hb A, de la cual se
obtuvo una IgY que reaccionaba sélo con
Hb de Bart, Hb F y cadenas gamma de la
globina, siendo negativa para Hb A y Hb A2.
[42,43]. Los resultados mostraron que, de las
336 muestras de hemolizados de individuos
con diferentes genotipos y fenotipos de
talasemia y de individuos sanos, se encontro
alta reactividad contra Hb F y Hb de Bart y
baja contra los normales; confirmando de esta
forma, la especificidad de la IgY obtenida ante
la Hb F y Hb de Bart [42].

Otros investigadores dela misma universidad
probaron el uso de ELISA de captura con
anticuerpos monoclonales de ratén contra Hb
de Bart como anticuerpo de inmunocaptura
y la IgY contra cadenas gamma de globina
como anticuerpo de deteccidn; obtuvieron
para la a-talasemia una especificidad de 71%
y sensibilidad de 100% y en otros tipos de
talasemia, del 98% [44]. Estos estudios indican

Blanco-Carrero CS, et al.

que la IgY no sélo tiene ventajas a nivel de
producciéon y rendimiento de anticuerpos
sino es capaz de proporcionar pruebas de
diagndstico mas rapidas y especificas que las
convencionales [42-44].

IgY en la deteccidon de biomarcadores y otras
moléculas

Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (PCR) es sintetizada
en el higado y se eleva en forma temprana en
procesos inflamatorios e infecciosos como
sepsis, meningitis, pancreatitis, entre otros, por
lo que funciona como un marcador de la fase
inflamatoria aguda [45]. La inflamacion de las
arterias que se observa en las enfermedades
cardiovasculares como la ateroesclerosis o
la enfermedad arterial coronaria, genera
también de forma progresiva aumento en los
niveles de PCR. En estos casos, es necesaria
la determinaciéon de PCR de alta sensibilidad
(hs-CRP) que independientemente del nivel
de lipidos y de otros biomarcadores de la
inflamacién, ha demostrado ser un marcador
de riesgo de enfermedades cardiovasculares,
que se eleva de manera precoz, aiin en ausencia
de sintomas o enfermedad precedente [46,47].
Sin embargo, muchas veces la determinacion
de PCR y de hs-CRP puede dar falsos positivos
debido a que los anticuerpos usados en los
métodos convencionales (IgG de mamiferos)
presentan reacciones cruzadas con el factor
reumatoideo, lo que conlleva a establecer en
ocasiones falsos diagndsticos y tratamientos
incorrectos [46,48].

Se han realizado estudios utilizando la
IgY como anticuerpo en inmunoensayos
para determinar PCR en sueros humanos y
de conejos. Cuando en estas investigaciones
comparaban el uso de IgY en relacién a la IgG,
se observo una mayor especificidad por parte
de la IgY que elimin6 el numero de falsos
positivos [48,49].

En relaciéon a la determinacion de hs-
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PCR, ya existe actualmente un kit comercial
desarrollado en Taiwdn llamado CRPex-HS
C-Reactive Protein LIT assay®, el cual permite
la deteccidn de concentraciones en suero de esta
proteina utilizando IgY obtenida de pato. Un
estudio comparativo desarrollado en el mismo
pais, evaliio y valido la eficacia de esta prueba,
comprobandose la reduccién en el nimero de
falsos positivos que ocurren con las pruebas
convencionales que utilizan anticuerpos de
mamiferos [46].

Morfina en orina

La morfina es un alcaloide derivado del opio,
agonista de los receptores opioides, dichos
farmacos se utilizan principalmente para
inducir anestesia, analgesia, tratamiento de la
diarrea, de las tos crénica, del dolor isquémico
miocardico y de la disnea asociada a disfuncién
ventricular izquierda aguda y edema pulmonar
[50]. La sobredosificacion aguda con la
morfina se puede manifestar en los pacientes
por sudoraciéon profusa, miosis, depresion
respiratoria, somnolencia que progresa al
estupor o el coma, flacidez muscular, y en
algunos casos edema pulmonar, bradicardia e
hipotensidn hasta progresar a la muerte [50,51].

El diagnéstico de wuna intoxicacién
por morfina, en las salas de emergencia,
generalmente es clinico, sin embargo
es importante confirmarlo con pruebas
de laboratorio y establecer diagnodsticos
diferenciales (toxicidad con otros farmacos,
enfermedad cerebrovascular del tronco
encefdlico, trastornos hidroelectroliticos,
enfermedad ulceropéptica, entre otros) debido
a que en base a ello se decidira un tratamiento
especifico. El diagnodstico a nivel de laboratorio
se hace por medicion de la droga en muestras de
orina principalmente a través de pruebas como:
cromatografia en capa fina, la cual tiene poca
sensibilidad; ELISA y radioinmunoensayos,
que tienen mas sensibilidad pero son menos
especificos porque existen relaciones cruzadas
con otras moléculas; y por cromatografia

gas-liquido y cromatografia de gas por
espectrometria de masas, que son muy sensibles
y especificas pero son laboriosas y costosas [51].
Un ensayo a base de tira inmunocromatografica
que utiliza anticuerpos IgY fue desarrollado
parala deteccion rapida de morfina en muestras
de orina. El anticuerpo IgY con especificidad
para la morfina fue generado mediante la
inmunizaciéon de gallinas con la proteina de
morfina monoacetil conjugada. Se marco el
anticuerpo por nanoparticulas de oro y se
utiliz6 como inmunosonda para la deteccién
visual de la morfina con las varillas o tiras en
muestras de orina. Las tiras fueron hechas
usando tres membranas: una almohadilla
de aplicacion hecha de fibra de vidrio, una
linea de prueba que genera una sefal sobre la
membrana de nitrocelulosa (zona de deteccion)
y una membrana de celulosa usada como una
almohadilla de absorcion [52].

Cuando se introducen las tiras dentro de la
orina, en el caso de la morfina o sus analogos,
se forma un complejo antigeno-anticuerpo que
luego cae por el flujo causado por la accién
capilar en la linea de prueba y se genera una
sefial de color que luego es medida por un
detector. Los investigadores midieron la eficacia
de esta técnica y observaron que el rango de
deteccién de morfina era entre 1 a 1000 ng/
ml, siendo el limite de deteccion 2,5 ng/ml. De
todo esto, concluyeron que la produccién de
estas tiras representaria una herramienta de
alta sensibilidad para la determinacion rapida
de opioides en orina [52].

CONCLUSIONES

La IgY ha mostrado ser util en multiples
pruebas como: ELISA, Western blots,
radioinmunoensayos, citometria de flujo, entre
otros; donde estos anticuerpos provenientes
de gallinas inmunizadas permiten la
identificacion de ciertos antigenos presentes en
algunos patogenos. La variabilidad en su uso
se evidencia en las pruebas experimentales que
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han permitido la deteccién de pardsitos como:
T. cruzi, G. duodenalis, T. gondii, Echinococcus
spp.; bacterias como: serovariedades de .
enterica, E. coliO157:H7, E. coli entoropatdgena,
Leptospira spp.; virus como: coronavirus-SARS,
hepatitis A, virus del papiloma 16 tipo LI;
moléculas y biomarcadores como: morfina y
proteina C reactiva simple y de alta sensibilidad,
asi como de enfermedades genéticas como
la talasemia y neoplasicas como el cancer de
mama.

Las ventajas del empleo de la IgY en el
diagnéstico con respecto a la IgG estan
demostradasenlamayoriadelasinvestigaciones
realizadas, esto debido en parte a la puesta
en evidencia de la mayor especificidad en el
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reconocimiento de antigenos, ausencia de
reacciones cruzadas con el factor reumatoideo,
ausencia de reacciéon con el complemento
de mamiferos y facilidad de extraccion y
purificaciéon que aminoran los costos de
mantenimiento de animales.

Finalmente, en vista de que la IgY de gallina
ha mostrado tener una utilidad variada,
ademas de ser econdémica su obtencion, se
deben continuar los estudios para evaluar su
contribucién en la mejora del diagndstico de
enfermedades en humanos y animales y lograr
nuevos avances no solo en esta drea, sino
ademas en la profilaxis y el tratamiento de las
mismas.
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