Arch Med Vet 48, 79-88 (2016) DOI: 10.4067/s0301-732X2016000100010

ARTICULO ORIGINAL

Obtencion de inmunoglobulinas de yema de huevo contra Helicobacter pylori
producidos en gallinas araucanas”

Obtainment of egg yolk immunoglobulin against Helicobacter pylori produced in araucana hens

C Villaguala?®, C Gonzilez", E Pastene¢, C Farias?, K Siezd, A Retamal-Diaz> A Garcia””
#Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcion, Chilldn, Chile.
PFacultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcién, Concepcién, Chile.
‘Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de Concepcién, Concepcién, Chile.
dFacultad de Ciencias Fisicas y Matematicas, Universidad de Concepcién, Concepcién, Chile.

SUMMARY

Helicobacter pylori is responsible for causing various gastroduodenal diseases, with a worldwide prevalence of 50% and a prevalence in Chile of
73-76%. It is necessary to search for more efficient treatment methods for its eradication. In this study, araucana hens were inoculated intramuscularly
with H. pylori whole lysates from different H. pylori virulence genotype: strain ATCC 43504 (cagA+, vacAsIml, dupA-), and strain J99 (ATCC 70824)
(cagA+, vacAsiml, dupA+), associated with the development of gastric cancer and duodenal ulcer, respectively. Egg yolk immunoglobulins (IgY) were
isolated, mainly through ultrafiltration and ammonium sulfate precipitation at 40%. IgY against H. pylori, strains J99 and 43504, were purified by thiophilic
adsorption chromatography (TAC), obtaining the fractions eluted-peak II and eluted-peak III. The protein concentration for these immunoglobulins
ranges between 0.3 and 5.4 mg/mL. The results of polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot (WB) allowed to observe a band
of 67 kDa (IgY heavy chain) of immunoglobulins in both strains. By means of indirect immunosorbent assay (I-ELISA), IgY titers against H. pylori
strains J99 and 43504 were greater than 1/6,400. In cross-reactivity tests among antibodies from several bacteria, there were significant differences. In
the prophylactic and therapeutic in vitro assays using a gastric adenocarcinoma cell line (AGS), the fraction of the eluted-peak III of IgY challenged
with H. pylori demonstrated a high protective efficiency against both strains of H. pylori.
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RESUMEN

Helicobacter pylori es el agente causal de diversas patologias gastroduodenales, con una prevalencia a nivel mundial de 50% y en Chile de 73-76%,
haciendo necesario tratamientos mds eficientes para su erradicacion. Este estudio contempl6 la inoculacién intramuscular de gallinas araucanas con
lisados completos de dos cepas de H. pylori con diferente genotipo de virulencia: cepa ATCC 43504 (cagA+, vacAsIml, dupA-)y cepa J99 (ATCC
70824) (cagA+, vacAsimli, dupA+), respectivamente asociadas a desarrollo de cancer gastrico y ulcera duodenal. Se realizé el aislamiento de IgY desde
la yema de los huevos recolectados, basado principalmente en ultrafiltracién y precipitacion con sulfato de amonio al 40%. Mediante cromatografia de
adsorcion tiofilica (TAC) se purificaron las IgY anti-H. pylori de las cepas J99 y 43504, obteniendo asi las fracciones eluida-pico II y eluida-pico III.
El rango de concentracion proteica de estas inmunoglobulinas fue de 0,3 a 5,4 mg/mL. Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en ambiente
reductor (SDS-PAGE) y western blot (WB) se observé una banda de 67 KDa (cadena pesada de IgY) de las inmunoglobulinas de ambas cepas. El titulo
de anticuerpos, mediante ELISA indirecto (ELISA-I), para IgY anti-H. pylori de las cepas J99 y 43504 fue mayor a 1/6.400. En la prueba de reaccién
cruzada entre los anticuerpos aviares con diversas bacterias hubo diferencias significativas. En los ensayos profildcticos y terapéuticos in vitro utilizando
una linea celular de adenocarcinoma géstrico (AGS), la fraccion eluida-pico III de IgY desafiada con H. pylori demostr6 una alta eficiencia protectora
contra ambas cepas de H. pylori.

Palabras clave: Helicobacter pylori, inmunoglobulina de yema de huevo, IgY, gallina araucana.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo, mi-
croaerdfilo, de forma espiralada, colonizador persistente de
la mucosa gastrica en humanos (Marshall y Warren 1984,
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Ledesmay col 2010), siendo el agente causal de diversas
patologias gastroduodenales, desde una gastritis crénica
no atréfica hasta un carcinoma gastrico o linfoma tipo
MALT (Suerbaum y Michetti 2002). La infeccién con este
patégeno abarca la poblacién mundial con una prevalencia
de 90% en los paises en vias de desarrollo (Rivas-Traverso
y Herndndez 2000, Logan y Walker 2001) y entre 11% y
40% en los paises industrializados (Martinez y col 2008).
En el caso de Chile, la prevalencia, por andlisis seroldgicos
en poblacién adulta asintomatica fluctda entre 73% y 76%
(Ferreccio y col 2007).
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El éxito que ha tenido H. pylori en infectar y colonizar
por décadas a sus hospederos se debe a que este microorga-
nismo cuenta con varios genes que codifican para factores
de virulencia importantes, entre ellos se encuentra: vacA
(Atherton y col 1995), babA (Bjornham y col 2009), oipA
(Kudo y col 2004), dupA (Arachchi y col 2007), sabA
(Ramirez y Sanchez 2009) y cagA (Covacci y col 1993).

Por tanto, surge la necesidad de contar con un método
de diagndstico y tratamiento para la infeccién por H. pylori
que sea sencillo, rdpido, de uso masivo y disponible a
un menor precio. Para ello se pens6 en un método de in-
munodiagndstico utilizando la IgY obtenida de yema de
huevo de gallina inmunizada, por separado, con dos cepas
de H. pylori, una cuyo genotipo se asocia al desarrollo de
dlcera duodenal (cagA+, vacAslml, dupA+) y la otra al
de cancer gastrico (cagA+, vacAsIml, dupA-).

Larazén de la eleccion de 1a gallina para la produccion de
inmunoglobulinas de yema de huevo (IgY) tiene importantes
ventajas: obtencion de los anticuerpos desde la yema del
huevo en vez del suero (Mojca 2003), la productividad de
anticuerpos de una gallina ponedora es mucho mayor que
la de un mamifero de similar tamafo (Hau y Hendriksen
2005), no presenta reacciones cruzadas con los factores
reumatoideos (Larsson y col 1991), no activa el sistema de
complemento mamifero (Carlander y Larsson 2001), no
interfieren con las heteroaglutininas humanas en la prueba
de Coombs, presentan menor fluorescencia inespecifica
en preparaciones inmunofluorescentes y suelen reconocer
varias regiones del antigeno de superficie, resultando en
una sefal final mds marcada en ensayos inmunolégicos
(Tini y col 2002).

Considerando lo anteriormente expuesto, en el presente
estudio se investigd la produccién de IgY anti-H. pylori
contra las cepas J99 y 43504, anticuerpos extraidos de las
yemas de huevos de gallinas araucanas (Gallus inauris)
(Wilhelm 1953) y se determind si estos ejercen un efecto
protector contra ambas cepas bacterianas de H. pylori
en la linea celular de adenocarcinoma gastrico humano
(AGS) en ensayos terapéuticos y profilacticos efectuados
in vitro. Finalmente, se pudieron determinar y purificar
las proteinas inmunodominantes de las IgY anti-H. pylori
contra las cepas J99 y 43504, al evaluar su especificidad
y sensibilidad.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION Y CUANTIFICACION PROTEICA DE CEPAS DE
H. pylori

Las cepas de H. pylori (ATCC 43504 y J99) fueron
cultivadas separadamente en placas con agar Columbia
(Oxoid) y suplementadas con 5% (vol/vol) de sangre
equina y DENT (Oxoid), a 37 °C, durante 4 dias, bajo
condiciones de microaerofilia (5% O,, 10% CO,, 85%
N,). Se cosecharon ambas cepas de H. pylori desde sus
placas y se transfirieron dentro de tubos con TFS (tampd6n
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fosfato salino) pH 7,2. El material celular fue removido por
centrifugacion a 8.000 rpm por 10 minutos a4 °C y luego
fue sonicado en 3 ciclos en bafio de hielo (20 segundos
cada ciclo, 100% de amplitud y 60 segundos de descanso
entre los ciclos). Las concentraciones de proteinas del
lisado completo se determinaron por el método del dcido
bicinconinico siguiendo las instrucciones del fabricante
(BCA Protein Assay kit, Pierce).

INMUNIZACION DE GALLINAS

Se inocularon tres grupos de gallinas araucanas (32
semanas de edad; n =21) de la siguiente forma: el primer
grupo constituido por dos gallinas (control negativo) a las
cuales se les inyectd TFS pH 7,2; el segundo grupo consti-
tuido por 10 gallinas inmunizadas con lisado completo de
H. pylori, cepa J99; y el tercer grupo formado por nueve
gallinas inmunizadas con lisado completo de H. pylori
cepa ATCC 43504.

Las gallinas fueron inyectadas a ambos lados de la
pechuga (300 pul por sitio) con lisado completo de H. pylori
(50 pg/mL, proteinas), usando igual volumen de adyuvante
completo de Freund (SIGMA). Dos semanas después, las
gallinas recibieron tres inyecciones de refuerzo, con adyu-
vante incompleto de Freund (SIGMA), con un intervalo
de dos semanas entre las inyecciones. Al dia posterior al
segundo refuerzo se inicid la recoleccion diaria de los
huevos durante cuatro semanas, estos se almacenaron
inmediatamente después de recolectados a 4 °C.

EXTRACCION DE IGY ANTI-H. pylori DESDE LAS YEMAS DE
LOS HUEVOS DE GALLINA

Se realiz6 la separacion de las yemas de las claras del
conjunto de huevos de los tres grupos de gallinas diaria-
mente. Cada conjunto de yemas (4 °C) se diluy6 con nueve
volimenes de agua destilada refrigerada (4 °C) y homo-
geneizo por un minuto usando una juguera (Waring) a alta
velocidad. Se ajusto el pH de la solucion de yemas a pH 5
con HCI 3Ny centrifugé a 2.800 x g por 40 minutos a 4 °C.

Después de la centrifugacion, al sobrenadante reco-
lectado se le agregd 0,05% de carbon activado, se ajustd
a pH 4 con HCI IN y nuevamente se centrifugé a 2.800
x g por 30 minutos a 4 °C para remover las lipoproteinas
residuales en el sobrenadante. El sobrenadante se filtro
empleando un papel filtro Whatman N°1 y luego se
realiz6 una ultrafiltracién utilizando tubos de 15 mL con
filtros de membrana de poro de tamafio de corte de 100
kD (Amicon Ultracel).

A la solucién de 1a muestra concentrada por ultrafiltracion
se le realiz6 una precipitacion de las proteinas mediante
sulfato de amonio. Para tal efecto se precipit6 con sulfato
de amonio saturado al 40% (pH 9) y luego se centrifugé a
4.500 rpm por 20 minutos a 4 °C. Posteriormente el pellet
fue precipitado en Tris-HCI 0,01M (pH 8) a un volumen
igual a la mitad del sobrenadante. La muestra nuevamente



Helicobacter pylori, INMUNOGLOBULINA DE YEMA DE HUEVO, IGY, GALLINA ARAUCANA

fue precipitada con sulfato de amonio saturado al 40% y
centrifugada a 4.500 rpm por 20 minutos a 4 °C. El pellet
fue resuspendido en TFS 1x (pH 7,2) y fue dializado 4
veces con TFS 0,5x (pH 7,2), durante 48 horas para re-
mover el NaCl.

PURIFICACION DE LA IGY ANTI-H. pylori CEPAS J99'Y 43504
POR CROMATOGRAFIA DE ADSORCION TIOFILICA A PARTIR
DE LAS YEMAS PROCESADAS PREVIAMENTE

Las muestras procesadas al final de la etapa anterior
(extraccién de IgY anti-H. pylori desde las yemas de los
huevos de gallina) fueron purificadas por Cromatografia
de Adsorcién Tiofilica (TAC) por medio de una resina
(Clontech) de afinidad para las inmunoglobulinas y o,-
macroglobulinas. Previo a la purificacion de las proteinas se
solubilizaron 335 mg de sulfato de sodio anhidro (Na,SO,)
en 5 mL de muestra y se filtr6 con poros de 0,45 um. Luego
se ensambld y empaquetd la columna de cromatografia
con 10 mL de la resina resuspendida con agua ultrapura
(MiliQ, Millipore Corporation) y se esperd a que esta se
estabilizara dentro de la columna. Luego se pasé por la
columna el tamp6n de equilibrio (50 mM de fosfato de
sodio; 0,5 M de sulfato de sodio; pH 7,0) a una velocidad de
flujo de 4 m L/min, un volumen 10 veces mayor al volumen
de la columna. Posteriormente se procedié a pasar por la
columna la muestra (IgY anti-H. pylori en su forma bruta
de la cepa correspondiente) pretratada con sulfato de sodio
anhidro, a una velocidad de 2 mL/min, para asi recolectar
las proteinas no unidas, las que generaron el pico I en el
equipo cromatogréfico (Biorad, Econo UV Monitor, Data
Q Instrument Hardware Manager). A continuacion se paso
por la columna el tampdn de elucién (20 mM de fosfato de
sodio, 20% de glicerol, pH 7,0) y el tampdn de regeneracion
(Tamp6n 1: el mismo tampén de elucién; y Tampén 2:
35 mM de fosfato de sodio, 30% n-propanol, ph 7,0) para
la recoleccion del anticuerpo purificado en sus fracciones
eluida-pico Il y eluida-pico III. Finalmente se pasé etanol al
25% por la columna y se conservo a 4 °C para un futuro uso.
Se determind la concentracion proteica de IgY anti-H. pylori
cepas J99 y 43504 en su forma no purificada (en bruto) y
purificadas (eluida-pico II y eluida-pico III) mediante el
método del dcido bicinconinico siguiendo las instrucciones
del fabricante (BCA Protein Assay kit, Pierce).

ELISA INDIRECTO

La presencia de inmunoglobulinas IgY en el extracto de
yemas con especificidad para H. pylori cepa J99 y 43504
se determin por el método inmunoenzimético de ELISA
indirecto. Las proteinas totales de H. pylori cepas J99 y 43504
fueron diluidas en tamp6n carbonato-bicarbonato (S0mM,
pH 9,6) en una concentracién final 10 pg/mL (previamente
determinada por titulacién del antigeno). Las diluciones
fueron usadas para la inmovilizacién del antigeno en placas
de poliestireno de 96 pocillos (Nunc Immunoplate Maxisorp,

Denmark), por incubacién a 4 °C durante toda la noche en
cdmara himeda. Posteriormente se lavaron las placas tres
veces con tampén TFS/Tween (TTFS: TFS y 0,05% de
Tween 20) y se les adiciond tampén de bloqueo (TTFES y
gelatina al 0,8% [w/v]) y se incubaron por una hora a 37 °C,
en camara himeda. Luego, se lavaron tres veces durante
un minuto con TTFS y se incubaron durante dos horas a
37 °C, en camara humeda, con diferentes diluciones de los
extractos de yema enriquecidos en IgY anti-H. pylori cepa
J99, 43504 y un control negativo (proveniente de gallinas
inoculadas con TFS pH 7,2) disueltas en tampdn para anti-
cuerpos (TTFS y 0,2% de gelatina). Al finalizar el periodo
de incubacién las placas se lavaron tres veces con TTFES.
Posteriormente se incubaron con un anticuerpo monoclonal
de ratén de clase IgG1 anti-IgY de gallina (Sigma Aldrich),
el que se utilizé en una dilucion de 1/2.000 en tamp6n para
anticuerpo y se incubd por una hora a 37 °C, en cdmara
himeda. Luego se lavaron tres veces durante un minuto
con TTES y se incubaron con un anticuerpo monoclonal
de cabra anti-IgG1 de ratén conjugado con peroxidasa
(ImmunoResearch) en una dilucién de 1/5.000 en tampoén
para anticuerpos, y se incub6 nuevamente por una hora a
37 °C, en camara himeda. Finalizada la incubacion, las
placas fueron lavadas tres veces y reveladas adicionando una
solucion de ortofenildiamina (OPD/Fast, Sigma-Aldrich,
Inc.) a razén de 0,4 mg/mL, incubando por 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se rea-
liz6 1a lectura de la reaccion colorimétrica empleando un
lector de microplacas a una longitud de onda de 450 nm
(Victor3, PerkinElmer).

DETERMINACION DE REACCIONES CRUZADAS CON OTRAS
BACTERIAS

Lareactividad cruzada de las inmunoglobulinas IgY en
el extracto de yemas con especificidad para H. pylori cepa
J99 y 43504 se determind por el método inmunoenzimético
de ELISA indirecto ya descrito, para esto se utilizaron
proteinas totales de H. pylori cepa 43504, H. pylori cepa
J99, Micrococcus luteus, Streptococcus faecalis, S. enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium, S. enterica subsp.
enterica serovar Enteritidis, Vibrio parahaemolyticus,
Shigella sonnei, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli O157:H7, Citrobacter freundii, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica,
Shigella flexneri, Campylobacter jejuni, Campylobacter
coli, Listeria monocytogenes y Arcobacter butzleri.

SDS-PAGE

Se prepard un gel completo (por triplicado) dispuesto
en diferentes porcentajes de sus componentes: gel concen-
trador al 5% (AB-6: 0,6 mL; gel tamp6n (3x): 1,5 mL; H,0
destilada: 3 mL; APS: 30 uL; temed: 10 uL); gel interme-
dio al 10% (AB-6: 1 mL; gel tampén (3x): 1,65 mL; H,0
destilada: 2,32 mL; urea: 1,8 g; APS: 25 uL; temed: 8 pL);
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y gel separador al 16% (AB-6: 3,2 mL; gel tampdn (3x):
3,2 mL; H,O destilada: 2,5 mL; glicerol: 1 g; urea: 3,6 g;
APS: 50 uL; temed: 16 uL.). Los carriles se cargaron con 10
pL de muestra (lisados completos de H. pylori, cepas J99 y
43504 y lisado completo de E. coli) y en forma de tripletes,
mds un carril cargado con un marcador de peso molecular
(Precision Plus Protein All Blue Standards, Biorad), homo-
geneizados con 4 puL de tampdn de carga. Luego los geles
cargados con sus muestras se llevaron a un termobloque
(Multi-Blok, Lab Line) a 95 °C por cinco minutos. EI gel
se corri6 a 50 volts, por 40 minutos y luego a 100 volts por
80 minutos. Uno de los geles se tifi6 con azul de coomassie
para corroborar la presencia de bandas de proteinas en los
carriles y los otros dos geles se utilizaron en western blot.

WESTERN BLOT

Los dos geles sin teiiir, obtenidos de la electroforesis
(SDS-PAGE), se sumergieron en metanol por 15 segundos,
luego se lavaron dos veces con agua destilada y se sumergieron
en tamp6n de transferencia por cinco minutos. Ambos geles
se pusieron en el equipo de transferencia (Biorad, Trans-
blot SD Semi-Dry Transfer Cell) a 10 volts durante tres
horas. Se cortaron las membranas en tripletes de proteinas
y se dejo cada fraccién de la membrana de transferencia
sumergida en leche descremada al 5% incubdndolas a
4 °C durante toda la noche; luego de la incubacién de las
membranas fueron sumergidas durante cuatro horas en una
solucion de leche descremada conteniendo el anticuerpo
primario (IgY anti-H. pylori de las gallinas preparadas en
este trabajo), diluido 1/1000. Los anticuerpos primarios
de IgY anti-H. pylori utilizados fueron los siguientes: IgY
anti-H. pylori cepas J99 y 43504 en sus formas no purificada
(en bruto) y purificadas (eluida-pico II y eluida-pico III).
Luego las membranas se lavaron tres veces con TES-Tween
al 0,1% con agitacién por 10 minutos en cada sesién. A
continuacién las membranas de transferencia se sumergie-
ron con el anticuerpo secundario diluido 1/50. Luego las
membranas se lavaron tres veces con TES-Tween al 0,1%
con agitacién por 10 minutos en cada sesion.

Posteriormente se sumergieron las membranas de
transferencia con el anticuerpo conjugado con peroxidasa
diluido 1/100. Luego las membranas se lavaron tres veces
con TFS-Tween al 0,1% con agitaciéon por 10 minutos en
cada sesion.

Finalmente se agregé diaminobencidina (0,7 mg/mL
de D.A.B.; 10 mL H,O; 15 pL de perdxido de hidroge-
no) a cada fracciéon de membrana de transferencia y se
mantuvieron en agitacién por 5 minutos protegiéndolas
de la luz. Al finalizar dicho tiempo se observaron bandas
tefiidas de color café.

DESAFIO IN VITRO DE IGY CON H. pylori EN CELULAS AGS

Para el desafio se emple6 la linea celular de AGS
(SIGMA). Las células AGS fueron cultivadas en medio
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RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen Corporation), suplemen-
tadas con 10% (vol/vol) de suero fetal bovino (Biological
Industries Kibbutz Beit Haemek Israel) y 1% (vol/vol) de
solucidn antibidtica de penicilina-streptomicina (SIGMA) a
37 °C bajo un ambiente de 5% de CO, durante dos semanas.
Las células AGS fueron chequeadas hasta que alcanzaron
una confluencia de 80-90% de la placa.

Se realizaron dos ensayos, uno profilactico y uno te-
rapéutico. Entendiéndose como tratamiento profildctico
aquel que implic6 la administracion de la IgY anti-H. pylori
contra las cepas J99 y 43504 previo a la infeccion de las
células AGS. Ademads, el tratamiento terapéutico implico
el uso de estos anticuerpos posterior a la infeccion de las
células AGS.

En estos ensayos profildcticos y terapéuticos se hizo
el desafio de la IgY anti-H. pylori contra las cepas J99 y
43504 en su forma no purificada (en bruto) y purificadas
(eluida-pico II y eluida-pico III) preparadas a diferentes
concentraciones (al 100%, 50% y 25%).

Para ambos ensayos se utilizaron placas de cultivo
celular de 24 pocillos (SPL Life Sciences) y se utilizé un
volumen de 350 pL del anticuerpo junto con 650 pL de
RPMI-1640 enriquecido con suero fetal bovino y libre de
antibidticos. El indculo bacteriano usado fue de 100 uL de
resuspension de H. pylori (concentracion de 0,5 en escala
de McFarland, equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL) en medio
RPMI-1640 (sin adicion de antibidticos) enriquecido con
suero fetal bovino. Ademds, al final del ensayo se adiciond
1 mL de reactivo urea-rojo fenol a cada pocillo para luego
traspasar 250 uL de cada pocillo a una placa de cultivo
celular de 96 pocillos para medir la absorbancia en un
lector de placas a 570 nm (Biotek). Las condiciones de
incubacion (tiempo, temperatura y porcentaje de CO,) al
adicionar el anticuerpo aviar, el indculo bacteriano y el
reactivo urea-rojo fenol fueron de cuatro horas, dos horas
y seis horas, a una temperatura de 37 °C, en un ambiente
de 5% de CO,,.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 el software Infostat, versiéon 2013, con el
que se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una
y dos vias; cuando resulté significativo este andlisis se
realizaron contrastes. En este andlisis se utilizé un nivel
de significancia de 0,05.

RESULTADOS

La concentracion proteica de IgY anti-H. pylori contra
las cepas J99 y 43504 en su forma no purificada (bruta) y
purificadas (eluida-pico Il y eluida-pico III) fue muy alta
para la fraccion no purificada pero baja para las fracciones
purificadas (figura 1).

Las bandas de mayor inmunogenicidad obtenidas por
SDS-PAGE y posterior western blot fueron aquellas que
se ubicaron en el rango de los 70 KDa, situacién que fue
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Figura 1. Concentracion de proteinas de IgY anti-H. pylori cepas J99 y 43504 en sus formas no purificada (en bruto) y purificadas

(eluida-pico Il y eluida-pico III).

Protein concentrations of IgY against H. pylori strains J99 and 43504 in their non-purified (crude) and purified (eluted-peak II and eluted-

peak III) forms.

comun en los lugares donde se formé el complejo antigeno-
anticuerpo constituido por los antigenos de H. pylori con
IgY anti-H. pylori, el que ademads fue reconocido en forma
especifica por el anticuerpo secundario correspondiente
al anticuerpo monoclonal de ratén de clase IgG1 anti-IgY
de gallina. Otra banda también reconocida, pero en menor
grado, fue la ubicada en el rango de los 22 KDa, pero esta
solo fue visible en la fraccién eluida-pico III mediante
SDS-PAGE. Se present6 una gran cantidad de proteinas
visibles en el rango de los 12 a 30 KDa, visibles mediante
SDS-PAGE (figura 2).

Mediante ELISA indirecto, al realizar un analisis
comparativo entre los titulos de ambas inmunoglobulinas,
se observé que el titulo de IgY anti-H. pylori contra la
cepa J99 frente a los antigenos de su misma cepa y a los
antigenos de su cepa heterdloga, en relacién con la IgY
anti-H. pylori contra la cepa 43504 (figuras 3 y 4), fueron
muy elevados (P < 0,0001 y P = 0,0001) permitiendo su

uso en una altisima dilucién (alto titulo de anticuerpos),
mayor a 1/6.400, siendo asi muy sensible en el reconoci-
miento de su antigeno.

En la prueba de reaccién cruzada se pudo determinar
que la IgY anti-H. pylori contra las cepas J99 y 43504
presentaron una alta reaccién cruzada contra los antigenos
de su misma cepa bacteriana y el de su cepa heterdloga,
no habiendo, por tanto, diferencias significativas entre
ambos anticuerpos (P =0,8579 y P = 0,2856). A pesar de
que S. aureus'y E. coli presentaron una alta absorbancia en
esta prueba, estas bacterias junto con el resto de las otras
bacterias testeadas no presentaron reacciones cruzadas
respecto de los antigenos de H. pylori, habiendo, por lo
tanto, diferencias significativas entre estos antigenos y el
resto de antigenos bacterianos (P < 0,05).

En los ensayos profildcticos y terapéuticos realizados
in vitro en células de adenocarcinoma gastrico (AGS)
se obtuvo una baja absorbancia de la IgY anti-H. pylori
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1gY anti-H. pylori cepa J99
no purificada con resina
(en bruto)

1gY anti-H. pylori cepa 43504
no purificada con resina

(en bruto)

1gY anti-H. pylori
cepa J99 purificada
con resina (Proteinas
Eluida-Pico II)

IgY anti-H. pylori
cepa 43504 purificada
con resina (Proteinas
Eluida-Pico IT)

1gY anti-H. pylori
cepa J99 purificada
con resina (Proteinas
Eluida-Pico III)

1gY anti-H. pylori
cepa 43504 purificada
con resina (Proteinas
Eluida-Pico III)

Figura 2. Andlisis por western blot del reconocimiento por las fracciones de IgY anti-H. pylori en sus formas no purificadas (en bruto)
y purificadas (eluida-pico II y eluida-pico III) obtenidas de la cepa J99 (a) y cepa 43504 (b). Tincién con diaminobencidina. MPM.
Marcador de Peso Molecular Biorad; A. Lisado completo de H. pylori cepa J99; B. Lisado completo de H. pylori cepa 43504; C. Lisado

completo de E. coli.

Western blot analysis of recognition by fractions of IgY against H. pylori in non-purified (crude) and purified (eluted-peak II and eluted-peak
III) forms stained obtained from strains J99 (a) and 43504 (b). Stained with diaminobenzidine. MPM. Molecular Weight Marker Biorad; A. Whole lysate
of H. pylori strain J99; B. Whole lysate of H. pylori strain 43504; C. Whole lysate of E. coli.

purificada. En el ensayo profildctico, al comparar la IgY
J99 eluida -pico III al 100% desafiada con H. pylori cepa
J99 (desafio con la menor absorbancia respecto del resto
de los otros desafios) se observé que hubo diferencias
significativas en la mayoria de estos ensayos (P < 0,05),
excepto en 3 desafios en los que no hubo diferencias signi-
ficativas (P > 0,05). Sin embargo, en el ensayo terapéutico
la cepa bacteriana H. pylori 43504 al ser desafiada con la
IgY 43504 eluida-pico IIT al 100% (desatio con la menor
absorbancia) respecto del resto de los otros desafios se
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observaron diferencias significativas en algunos ensayos,
pero en la mayoria de ellos (10 desafios) no hubo diferen-
cias significativas (P > 0,05).

DISCUSION

De acuerdo con lo publicado por Shin y col (2002)
al utilizar el método de A-carrageenan y Sunwoo y col
(2002) al realizar el método de dilucién con agua, pH 5,0,
se determiné que la concentracion de IgY en la yema de
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Figura 3. Titulacion del anticuerpo IgY anti-H. pylori cepa J99.
Antibody titer of IgY against H. pylori strain J99.
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Figura 4. Titulacion del anticuerpo IgY anti-H. pylori cepa 43504.
Antibody titer of IgY against H. pylori strain 43504.
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Figura 5. Ensayo profilactico para el desafio de la IgY anti-H. pylori contra las cepas J99 y 43504 en su forma no purificada (en bruto)
y purificadas (eluida-pico II y eluida-pico III) en diferentes diluciones contra ambas cepas bacterianas de H. pylori en células AGS.

Prophylactic Assay for the challenge of avian IgY antibodies against H. pylori strains J99 and 43504 in their non-purified (crude) and
purified (eluted-peak II and eluted-peak III) forms at different dilutions against both bacterial strains H. pylori in AGS cells.

huevo oscilaba entre 9,4-144 mg/mL. En el caso de nuestro
estudio, al utilizar la técnica de precipitacién con sulfato
de amonio se obtuvo una concentracion proteica de IgY
que estuvo por debajo de lo esperado (menor a 5,4 mg/
mL), lo que implicaria que nuestra técnica tuvo un bajo
poder productivo, sumado al error humano en su ejecucion.

Al respecto, la influencia que podria ejercer la especie
de ave (Gongora y col 2008) con relacién a la concentracion
de IgY en la yema de huevo no se contaria con informacién
acerca de la concentracién de IgY presente en gallinas
araucanas (Gallus inauris). Sin embargo, Millet y col
(2006) sefialan que los pesos de las yemas de las gallinas
araucanas (15,80 g) se encuentran entre los pesos de las
yemas de las gallinas de las razas ISA Brown y Lohmann
Selected Leghorn, es decir, entre 15,12 - 17,13 g. Ademas,
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estos autores establecen que la relacién yema:albimina es
mayor en las gallinas araucanas (0,60 g) que las otras dos
razas de gallinas ya mencionadas (0,36 g en la gallina ISA
Brown y 0,40 g en la gallina Lohmann Selected Leghorn).
Por lo tanto, se podria obtener una mayor concentracion de
laIgY desde las yemas de los huevos de gallina araucana
en relacidén con las otras razas o lineas genéticas aviares,
situaciéon que podria evaluarse en un segundo estudio
comparativo.

A pesar de la baja concentracién proteica de los anti-
cuerpos purificados obtenida mediante la resina (Clontech)
en la cromatografia de adsorcién tiofilica, se obtuvieron
anticuerpos de altisima pureza, particularmente la frac-
cion eluida-pico III de ambas cepas, los que presentaron
titulos mayores a los 1/6.400. Esto responde a la altisima
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Figura 6. Ensayo terapéutico para el desafio de laIgY anti-H. pylori contra las cepas J99 y 43504 en su forma no purificada (en bruto)
y purificadas (eluida-pico II y eluida-pico III) en diferentes diluciones contra ambas cepas bacterianas de H. pylori en células AGS.

Therapeutic Assay for the challenge of avian IgY antibodies against H. pylori strains J99 and 43504 in their non-purified (crude) and purified
(eluted-peak II and eluted-peak IIT) forms at different dilutions against both bacterial strains H. pylori in AGS cells.

sensibilidad que presentan ambos anticuerpos frente a
los antigenos de H. pylori, especialmente en el caso de la
IgY anti-H. pylori cepa J99. La razén de esto se deberia
a que esta cepa bacteriana produciria menor cantidad de
arginasa en comparacion con la cepa 43504, por lo que una
baja produccién de arginasa conduciria a una disminucién
de la urea endégena, con su consecuente reduccién del
amonio hidrolizado por la ureasa bacteriana, llevando asi
a una baja en la resistencia bacteriana al 4dcido (Hovey
y col 2007), dando lugar a un mejor desempefio de la
IgY anti-H. pylori cepa J99. Es factible notar que no se
excluyen otros factores que pudiesen influir en un mejor
desempeio de este anticuerpo aviar.

La elevada reaccion cruzada de IgY anti H. pylori cepa
J99 y 43504 contra los antigenos de ambas cepas de H. pylori

se debid a que estos anticuerpos aviares reconocieron sus
mismas proteinas inmunogénicas de las que se originaron.
Sin embargo, también se observé una alta absorbancia en
el ensayo de reaccién cruzada para las bacterias S. aureus
y E. coli. En el caso de S. aureus se postula que esta alta
absorbancia se deberia a la presencia de ciertos antigenos
en comun entre H. pylori'y S. aureus. Esto se podria ex-
plicar por lo establecido por Cover y col (2003), quienes
sugieren que podrian existir ciertas similitudes entre los
mecanismos por los que VacA de H. pyloriy latoxina o.de
S. aureus inducirian la apoptosis, las cascadas de sefializa-
cion intracelulares especificas que se activarian por VacA
en células epiteliales géstricas, situacién atin por definirse.
Ahora bien, la elevada absorbancia en el test de reaccion
cruzada de IgY anti-H. pylori con E. coli se deberia también

87



VILLAGUALA'Y COL

a la presencia de ciertos antigenos en comtn entre ambas
especies bacterianas. De hecho, antiguamente se creia
que pertenecian al mismo grupo filogenético, pero ahora
se conoce que las especies de Helicobacter se ubican en
una posicion filogenéticamente diferente a las especies de
Campylobacter, 1o que le permitid la creacion del género
Helicobacter en 1989 (Goodwin y col 1989).

En los ensayos profilacticos y terapéuticos in vitro utili-
zando células AGS se observé que laIgY J99 eluida-pico 11T
sin diluir (100%) fue el que ejerci6 el mejor efecto protector
en la mayoria de los ensayos, porque logré obtener la mas
baja absorbancia, es decir, logré una menor produccion de
urea de H. pylori. Por tanto, la fraccion eluida-pico III de
la IgY anti-H. pylori para ambas cepas bacterianas es un
anticuerpo de altisima pureza, destacando el originado a
partir de la cepa H. pylori cepa J99 en su fraccién eluida-
pico III por su elevado poder inmunogénico alcanzado, el
que podria incluso usarse a una dilucién mucho mayor a
1/6.400. Por otra parte, seria recomendable incursionar en
otros métodos de aislamiento de IgY desde la yema del huevo
de gallina que sean mds eficaces y de un mayor rendimiento
productivo que el usado en este estudio.

Esta investigacion abre las puertas para utilizar un
método alternativo de obtencion de anticuerpos a partir de
la yema de huevos de gallinas que cumple con los principios
de bienestar animal y su posterior uso en ensayos in vivo
con el fin de controlar las infecciones causadas por agentes
patdégenos, en este caso, disminuir la alta prevalencia que
tiene H. pylori a nivel mundial, especialmente en paises
subdesarrollados y en vias de desarrollo.
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