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Resumen

Lawsonia intracellularis (L) es una bacteria intracelular obligada
que causa enteropatia proliferativa en los cerdos. Esta bacteria
no crece en cultivos convencionales y el desarrollo en cultivos
celulares, a baja tension de oxigeno, resulta excesivamente com-
plejo y caro. Es una enfermedad de dificil diagndstico donde la
tecnologia de las IgY podria ser utilizada para el desarrollo de
técnicas mas eficaces y de menor costo. Hiperinmunizando ga-
llinas ponedoras con cepas de esta bacteria ha sido posible la
obtencion de IgY especificas. En este trabajo, se evalu6 la capa-
cidad de producir IgY especificas contra L. empleando una va-
cuna comercial de cultivo vivo atenuado. Se aplicéd un esquema
de hiperinmunizacién a gallinas ponedoras de la Linea Brown
Nick. La IgY se aisl6 de la yema utilizando el método de PEG-
precipitacion y los extractos obtenidos fueron analizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. La inmu-
nofluorescencia indirecta confirm6 la presencia de IgY especi-
ficas contra L determinando que la vacuna comercial utilizada
como antigeno puede ser utilizada en reemplazo de cepas de la
bacteria para la obtencion de anticuerpos especificos.
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Obtaining, purification and
characterization of specific
immunoglobulin Y with diagnostic and
prophylactic aims

Abstract

Lawsonia intracellularis is an obligate intracellular bacterium
that causes proliferative enteropathy in pigs. The bacterium do
not growth in standard mediums, its develop in cellular cultu-
res; under low oxygen tension nevertheless is expensive and
complex. It is a difficult diagnosis disease where de IgY techno-
logy might be useful in the development of lower cost and more
efficacy assays. Throughout the immunization of hens with the
strain of the bacterium it is possible to obtain specific IgY. In
the present work, it was evaluated the capacity of yield specific
IgY against Lawsonia intracellularis by immunizing Brown Nick
hens with a commercial live attenuated vaccine. Thereafter, IgY
was isolated by precipitation - PEG methodology and the ex-
tract were analysed by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). The indirect immunofluorescence confirmed the presen-
ce of IgY specific against Lawsonia intracellularis establishing
that the commercial vaccine could be utilised as antigen, instead
of the strain of bacterium, as a source of antigen to induce speci-
fic immunoglobulins.
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Introduccion

La inmunoglobulina “Y” (IgY) de las aves es la responsable de
transferir inmunidad activamente a la descendencia desde el
suero a la yema del huevo, proceso que ocurre en los foliculos
ovaricos (Yamamoto, 1997).

Estas caracteristicas permiten hiperinmunizar gallinas po-
nedoras con distintos antigenos para obtener IgY especificas.
Este procedimiento, descubierto por Klemperer en el afio 1893,
en la actualidad es motivo de investigaciones por sus potencia-
les aplicaciones terapéuticas y profilacticas.

El control de infecciones producidas por ciertos agentes
tales como, Helicobacter pylori, Escherichia coli y Salmonella
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entérica son ejemplos de tratamientos profilacticos por inmuni-
zacién pasiva. Las incorporacion en la dieta de huevos de gallinas
hiperinmunizadas con los mencionados agentes, permite preve-
nir y tratar estas enfermedades intestinales (De Meulenaer et
al, 2001). Las aplicaciones de este método se estan extendien-
do a distintas especies de animales destinados a la produccién
de alimentos. Como ejemplo, puede citarse el trabajo realizado
por Gao et al. (2016) quienes lograron controlar la mortandad
de camarones blancos administrando por via oral IgY especifica
contra Vibrio spp.

El potencial uso de IgY en tratamientos de enfermeda-
des intestinales podria evitar o reducir el empleo de antibiéti-
cos, reduciendo los fendmenos de resistencia antimicrobiana
(Chalghoumi et al., 2008; Romero et al., 2013).

La administracion de las IgY con fines de transferencia pasi-
va de inmunidad se realiza por via oral. Esta via de administra-
cién requiere del empleo de técnicas farmacotécnicas protegien-
do a las IgY de los jugos digestivos, por ejemplo con hidrogeles
poliméricos (Alustiza et al., 2016).

Las IgY pueden utilizarse también con fines diagnosticos. El
método consiste en hiperinmunizar a gallinas ponedoras y luego
aislar las IgY especificas de la yema del huevo para utilizarlas en
reacciones antigeno anticuerpo. Empleando la técnica de ELISA
se estan logrando cada vez mas aplicaciones, como el diagnoés-
tico de la Diarrea Viral Bovina (Zhang et al. 2016). Un ensayo
realizado por Nagqid et al. (2016) permitié diferenciar entre los
anticuerpos producidos en aves infectadas por Salmonella typhi-
murium y Salmonella enteritidis de aquellos producidos en aves
vacunadas. Esto abre un interesante campo de aplicacién en las
estrategias que deben aplicarse en la vigilancia seroldgica y la
vacunacion para el control de enfermedades infecciosas de los
animales de produccion de alimentos.

Los métodos que deben emplearse en estos procedimien-
tos requieren del desarrollo de una serie de técnicas conocidas,
pero que deben ser adecuadas para cada caso en particular, con
la finalidad de lograr IgY especificas en cantidades terapéuticas
y comercialmente viables.

Teniendo en cuenta lo expuesto, en este trabajo se descri-
ben las metodologias empleadas para hiperinmunizar gallinas
ponedoras y aislar IgY especificas contra Lawsonia intracellula-
ris. El objetivo de este trabajo fue obtener IgY especificas contra
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Lawsonia intracellularis que puedan ser empleadas posterior-
mente en la preparacion de un kit de diagndstico de la ileitis por
ELISA.

La ileitis, causada por Lawsonia intracellularis es una enfer-
medad de dificil diagnéstico en los cerdos. Los métodos emplea-
dos en la actualidad consisten en analisis por PCR de muestras
de materia fecal y exdmenes histolégicos e inmunohistoquimi-
cos de muestras de intestino obtenidas por necropsia. También
se desarrollaron pruebas serolégicas como la inmunofluores-
cencia indirecta (IFA) en placa y el ensayo en monocapa de la
inmunoperoxidasa (IPMA), el “ileitest”, una prueba IFA en vi-
drio, LPS-ELISA desarrollada en Ames, lowa, y ELISA bloquean-
tes (blocking-ELISA) desarrollada en Alemania (Guedes, 2008).
Todas estas pruebas serolégicas emplean Lawsonia intracellula-
ris como antigeno puro, siendo una complicacién ya que lamen-
tablemente existen pocos laboratorios a nivel mundial que dis-
ponen y cultivan esta bacteria, lo cual hace que su costo sea alto.

Ante esta perspectiva, producir IgY especifica contra
Lawsonia intracellularis hiperinmunizando gallinas ponedoras
utilizando vacunas contra la ileitis, resulta una alternativa pro-
misoria para obtener anticuerpos con fines diagnosticos.

Materiales y Métodos

Hiperinmunizacidon de gallinas ponedoras con Lawsonia
intracellularis

Animales de experimentacidn: se utilizaron 10 gallinas ponedo-
ras Linea Brown Nick que fueron divididas equitativamente en
un Grupo Control (GC) y un Grupo Tratado (GT).

Esquema de hiperinmunizacién: los animales del Grupo
Tratado recibieron dosis de “Vacuna Lawsonia intracellularis,
cultivo vivo, atenuado Enterisol® Ileitis Boehringer Ingelheim
S.A. Argentina” como se indica en el Cuadro 1. Los animales per-
tenecientes al GC no recibieron ningin tratamiento. Las dosis
via oral se administraron con ayuda de una sonda gastrica direc-
tamente en el buche. La administracién intramuscular se realiz6
en los musculos pectorales.
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Cuadro 1: Esquema de administraciéon de vacuna contra Lawsonia
intracellularis que recibié el Grupo Tratado.

Dia Dosis admi‘gia'ls’?rzcién
1 1ml Oral
7 1ml IM izq

14 1ml IM der

Ref.: IM izq, IM der: via de administracién intramuscular de los mus-
culos pectorales lado izquierdo y derecho respectivamente. La vacuna
se administré inmediatamente luego de su reconstitucion.

Recoleccion de muestras (huevos): se recolectaron huevos diariamente
de ambos grupos, se identificaron y conservaron en heladera a 4 2C
hasta el momento de realizar los ensayos.

Protocolo - IgY-extraccion mediante PEG-precipitacion

Se empled la técnica descripta por Pauly et al. (2011) mediante
PEG-precipitacidn, con modificaciones. Este protocolo realiza
la extraccién de IgY de yema de huevo por medio de un proce-
dimiento de precipitacion descripto por Polson et al. 1980. El
método implica dos etapas. En la primera, se eliminan los lipi-
dos por precipitacion con polietilenglicol 6000. En una segunda
etapa se procede a precipitar el total de IgY a partir del sobrena-
dante obtenido en la etapa uno. El precipitado es dializado con
un tampon de PBS. El extracto de IgY obtenido se almacena a -20
°C para ensayos posteriores. La pureza del extracto lograda es de
alrededor de 80%.

Determinacion de la presencia de IgY en los extractos
obtenidos a partir de yema de huevos hiperinmuniza-
dos. SDS-PAGE

Andlisis electroforético en geles SDS-PAGE.

Se empleo la electroforesis de proteinas en geles de poliacrila-
mida en presencia de SDS (SDS-polyacrilamide gel electrophore-
sis) sistema Mini protean III de Bio-Rad Life Science, siguiendo
el protocolo descrito por Laemmli, (1970).
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La corrida electroforética se realizé con geles SDS 10 %
acrilamida bis-acrilamida aplicando un campo eléctrico de 120
Volts durante 70 minutos.

Se utiliz6 como patrén de Peso Molecular un Kit Precision
Plus Protein™ Dual color Standar, Bio Rad Life Science. Todas las
muestras de extracto obtenido de huevos del Grupo Control y
Grupo Tratado fueron diluidas de igual forma segun las instruc-
ciones del fabricante.

Confirmacion por inmunoflorescencia indirecta de IgY
especifica contra Lawsonia intracellularis en yema de
huevos hiperinmunizados

Preparacién de portaobjetos con antigeno de Lawsonia intracellularis
Se reconstituyé y centrifugd durante 15 minutos a 10.000 rpm
y 4°C la Vacuna Lawsonia intracellularis, cultivo vivo, atenuado
Enterisol® Ileitis Boehringer Ingelheim S.A. Se fij6 en los por-
taobjetos con acetona en heladera durante 10 minutos, se la-
varon e incubaron a 35 - 372C. Pasados 30 minutos se lavaron
dos veces durante 5 minutos con PBS y se incubaron con una
anti IgY marcada con isotiocianato de fluoresceina “Anti-Chicken
IgY (IgG) (whole molecule) - FITC antibody produced in rabbit.
Sigma Aldrich”, durante 30 minutos a la misma temperatura de
incubacidn. Los portaobjetos se montan con glicerina bufferada
y se observan con microscopio de Inmunofluorescencia con ob-
jetivo 100x.

Resultados

Determinacion de la presencia de IgY en los extractos obtenidos
a partir de yema de huevos preinmunes e hiperinmunizados por
SDS-PAGE

En la Fig. 1 se muestra el andlisis por SDS-PAGE de extracto de
yema de huevo de animales pertenecientes al Grupo Control y al
Grupo Tratado hiperinmunizados con Lawsonia intracellularis.
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Figura 1: Analisis por SDS-PAGE. Los canales A, By C corresponden

a extractos de huevos recolectados en diferentes tiempos pos-inmu-
nizacién (14, 21 y 28 dias) El Canal D corresponde a extractos de
huevos del Grupo Control. El Canal PM corresponde al patrén de Peso
Molecular. Las marcas a la izquierda del canal PM (75 kDa y 25 kDa)
muestran las bandas proteicas del patréon de Peso Molecular. La marca
67 kDa corresponde al Peso Molecular Promedio de las bandas obser-
vadas en los canales A - D.

PM A B c D

67

Confirmacion de IgY especifica contra Lawsonia intracellularis en los
extractos obtenidos a partir de yema de huevos hiperinmunizados por
inmunoflorescencia indirecta

Se corrobord la presencia de IgY contra Lawsonia intracellularis me-
diante la técnica de Inmunofluorescencia indirecta.

Discusion

En la Fig. 1 se muestra la electroforesis en geles de poliacrilami-
da SDS-PAGE de los extractos obtenidos de huevos de gallinas del
Grupo Control y Grupo Tratado. Se observan dos bandas carac-
teristicas a una altura aproximada de 67 y 25 kDa que se corres-
ponderian con las cadenas pesada y liviana de la IgY (Gregory
et al, 1995). El SDS-PAGE muestra un aumento progresivo en el
tamafio de las bandas desde el inicio de la inmunizacién hasta el
dia 28. El aumento de tamafio observado en el Canal D con res-
pecto al Canal A es consistente con el tiempo necesario para que
los animales inmunizados comiencen a producir anticuerpos
y los transfieran al huevo (Patterson et al., 1962; Erhard et al,,
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1997). Considerando que se coloc6 en todos los canales la mis-
ma cantidad de muestra, el aumento de la intensidad y tamafo
de las bandas de los Canales A - C corresponderia a un aumento
de la concentracién de IgY (Actis et al., 2006).

La inmunofluorescencia indirecta permitié6 determinar la
presencia de IgY especificas contra Lawsonia intracellularis
determinando que la vacuna comercial utilizada como antige-
no en este trabajo, puede ser utilizada en reemplazo de cepas
de la bacteria para la obtenciéon de anticuerpos especificos.
Asawakarn et al. (2007) demostraron que la inoculacién de cul-
tivos de la cepa PHE / MN1-00 sirvié como fuente del antigeno
para producir IgY especifica contra Lawsonia intracellularis. En
ese estudio, los anticuerpos especificos producidos en huevos
de gallina fueron capaces de reducir la incidencia de infeccién de
células cultivadas después del desafio con bacterias de Lawsonia
intracellularis. Estos mismos autores sefialaron, que en ensayos
llevados a cabo con hamster y en desafios con cerdos, que la ali-
mentaciéon con huevos que contienen anticuerpos puede reducir
con éxito la pérdida de produccién encontrada como resultado
de la ileitis.

Conclusiones

La vacuna contra Lawsonia intracellularis, “Enterisol® Ileitis
Boehringer Ingelheim S.A”, produce el aumento de anticuerpos
especificos a partir de los 14 dias pos inmunizacidn.

Los resultados de este trabajo sugieren que la inmunizaciéon
de gallinas ponedoras con la vacuna contra Lawsonia intracellu-
laris puede ser empleada para la obtencidn de IgY con fines diag-
nosticos y terapéuticos.
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