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IgY extraidos de huevos de gallinas
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Produccion de anticuerpos policlonales
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FI' ranslocacion de IgY desde la sangre Q
la yema mediante receptores especificos.

IgA e IgM se depositan luego en la clara
de huevo en el oviducto.

0 (hattaetal. 2008)  /

Anticuerpos policlonales en aves
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Estructura 1gG representativa de
mamiferos e IgY en su forma truncada.

\(Andrea etal. 2014)
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Ventajas de la 1gY de yema de huevo
sobre la 1gG de mamiferos

abla comparativa de anticuerpos policlonales entre mamiferos y aves

Conejo Gallina

Numero de animales 1 1

Toma de muestra Sangrado (20 mL / semana) Coleccién diaria huevos

14 huevos = 210 mL
yema?

Volumen muestra (en 2 semanas) 40 mL de sangre

Anticuerpos totales 200 mg 1120 mg®

Anticuerpos especificos 5% (10 mg) 2-10% (22.4112 mg)

Presencia de otras Ig IgM, IgA, IgE Ninguno
(Narat,2003)



Métodos de obtencion de anticuerpos Aviares

JOURMAL ARTICLE

A novel, cost-effective and efficient chicken
egg IgY purification procedure
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JOURMNAL ARTICLE

IgY Technology: Extraction of Chicken
Antibodies from Egg Yolk by Polyethylene
Glycol (PEG) Precipitation

Pauly D, Chacana P, Calzado E et al. See more

Journal of Visualized Experiments (2011)(51)

DOz 10.3791/3084
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Distancia filogenética
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Nueva alternativa de Ac IgY




Arbol filogenético de las aves modernas

Faleognathae —strothioniformes

.. 1 L

AR R $23
e i

Mearnithes

Neoaves

—Ansenformes ga

Meognathae

(Gallnanserae

—(Craciformes

(Matthei, 2014)




Pregunta

1. ¢Tienen los Anticuerpos de Nothoprocta
perdicaria la capacidad de aglutinar antigenos
particulados?

2. ¢Su Sistema del complemento tiene
SR EE R T homologia funcional con el complemento de
mamiferos?

3. En el suero de Nothoprocta perdicaria ;Se
encuentran anticuerpos naturales capaces de

reaccionar con un espectro amplio de
bacterias?




Objetivo General

Contribuir al conocimiento del sistema inmune de la perdiz chilena
(Nothoprocta perdicaria).

ODbjetivo especifico

Evaluar la capacidad de aglutinacion de los
anticuerpos de la perdiz chilena

Conocer la capacidad de activar el
complemento del suero de la perdiz chilena

Evaluar la presencia de anticuerpos naturales
frente a diferentes bacterias.




Material ,
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Animales e Inmunizacion
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7 ratones inmunizados\
con IgY de perdiz

- 7 ratones inmunizados
con GRO

3 ratones control.

Gentileza Dr. Miguel Barria.

2 gallinas de la
et linea Lohmann
Lite

G3 perdices inmunizadas con\
GRO

Gentileza  Alberto  Matthei,

Inst. Inmunologia. UACH.

< J

\Tinamou ciudad de Los AngeIeSJ




Meétodos de extraccion de IgY de la yema
de huevo de perdiz (N. perdicaria)

Tan 1 volumen de yema
mas 5 volimenes de . g—" ~

solucidn deslipidante

separar la yema
de la clara

centrifugar
a 10.000 rpm
por 15 min

Solucion deslipidante incubar a
(carragenina 0,06% , 4°C por
pectina de bajo metoxilo 74 prs
0,18% y CaCl 10uM)

Precipitacion
con sulfato de
amonio al 30%

resuspender
con PBS
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separar ’l};yema
de la clara

centrifugar centrifugar
a 10.000 rpm a10.000 rpm resuspender
por 20 min por 20 min con PBS
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Dialisis

Cuantificacion de proteinas
totales por el método BCA

Electroforesis para evaluacion de
pureza del extracto de IgY de yema
de huevo de Nothoprocta perdicaria

Moléculas
pequenas

| Proteinas
+— Solucion
concentrada

—Agua
destilada

El agua se
sushituye varias
veces

-_—
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Evaluacion de la especificidad
de Ac murinos anti IgY de
perdiz por western blot.

Produccion de Ac IgY contra GRO y
evaluacion de la capacidad de
aglutinacion

‘::.::- ‘:;b — Papel filtro
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Evaluacion de anticuerpos
naturales de N. perdicaria por
Inmunodot
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Obtencion de IgY de yema de huevo
de Nothoprocta perdicaria

Etapa de deslipidacion con el Etapa de deslipidacion utilizando el
método Tan modificado para la método de Pauly (PEG 6000) para
extraccion de yema de huevo de la extraccion de IgY de yema de

Nothoprocta perdicaria. huevo de N. perdicaria




JOURMNAL ARTICLE

Exploratory and descriptive study on
nutritional characteristics and quality of eggs
from Chilean partridge (Nothoprocta

perdicaria)
Arias |, Matthei A, Valenzuela C
Animal Science Journal (2018) 89(1) 186-192

DOI: 10.1111/as5.12900

oy

/Demostracic’)n de la presencia de IgY de yema de huevo de Nothoprocta perdicaria
por electroforesis SDS-PAGE 12%: 1 Marcador de PM, 2 y 3 extracto obtenido por
método de Pauly, 4 y 5, extracto obtenido por método Tan, 6 y 7 suero de perdiz 8

\_Suero de gallina (Gallus gallus). y

METODO DE EXTRACCION |CONCENTRACION DE IgY
Tan 2,37 mg/mi

PEG 6000 10,5 mg/ml




Produccion de anticuerpos murinos
antl 1gY de perdiz.

3

1] ‘ Cadena H

2
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=]
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Cadena L

»

Demostraciéon por Inmunodot. “Western blot N
1 IgY de yema de huevo, 2 suero de 1 Marcador PM 2 Suero de

perdi;, . Ig\_(l SUETO d-e gal/lina (co;tlrfl 0 perdiz 3 control suero raton no
DegRIYE) DUIVEIsnES: AL W : Inmunizados 4 suero de gallina

ambos en duplicado. \(Gallus gallus). 4
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Produccion de Ac IgY de perdices contra GRO y
evaluacion de la capacidad de aglutinacion
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/Aglutinacic’)n de GRO incubados con diferentes esquemas: pocillos 1 Aal F. C \

pocillos del 2 al 12 con distintas diluciones seriadas desde 1/2 hasta 1.024. Fila Ay B

con suero de Raton anti GRO, filas C y D Ac IgY anti GRO de yema de huevos de
\perdiz. Filas E Suero de perdiz y F suero de gallina (Gallus gallus). y
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ﬁb\glutinacic’)n de GRO incubados com
diferentes esquemas: fila A C-, pocillos del 1
al 3 con distintas diluciones seriadas. Filas B
Ac IgY anti GRO de yema de huevos de
perdiz. Filas C y E, suero de raton con Ac anti
IgY de perdiz, D C+ suero raton con Ac anti

" GRO. 4




Actividad hemolitica del Sistema del Complemento
del suero de perdices.

1 Control 100% hemolisis Evaluacion con sueros inactivados
2 Con suero de raton, 1. Control 100% hemolisis,

3 Con suero de N. perdicaria 2. Con suero inactivado de raton

4 Con suero de gallus gallus. 3. Con suero inactivado de N. perdicaria.

N /




Volumen de | hemolisis de | hemolisis de | hemolisis de
suero GRO con | GRO con suero | GRO con suero
suero de raton | de perdiz de gallina
100 pL 32 8% 45 6 % EVALUA’ClC’)N DE LA ACTIVIDAD
’ ’ HEMOLITICA DEL SISTEMA DEL
50 pl 221% 315 % COMPLEMENTO DE PERDICES.
50
20 p.l_ 13,4 % 18,1 % 45 | —— |
40 E—
10 pL 10,6 % 15,4 % . =——
UNIVERSIDAT SANTO TOMAS S uero éao e
E | — |
incubado a g% =
560 C 20 =
15 =
100 plL 2,2% 2,6 % o ——|
5 E—
50 |J.|_ 2,0% 2,4 % ; =—— — —
Raton Perdiz Gallina Suero raton  Suero perdiz

inactivado  inactivado
Evaluacion del complemento hemolitico suero de
raton, perdiz y gallina mas suero inactivado a 56° C.




Evaluacion de la reactividad cruzada entre C3y C4
de suero humano y de perdiz

Placas de Inmunodifusion radial para medicion de C3 y C4
humano. Se incorporan sueros de perdiz (Nothoprocta perdicaria)




Evaluacion de Ac naturales de N.
perdicaria por metodo Inmunodot

N B B

B
o

1 Citrobacter freundii

2 Escherichia coli

3 Salmonella grupo D

4 Shigella flexnertii

5 Proteus mirabilis Blee

(+)

Q
6 7 & 9 16 411 12 13 144

| BN
o

6 7 8 9 10 11 12 13 14

ﬁKlebsiella pneumoniah

ATCC 700609

7 Yersinia enterocolitica
8 Pseudomona
auroginosa, 9
Acinetobacter baumanii,

10 Listeria

\_monocytogenes /




Conclusiones

 Los métodos de extraccion para IgY de gallina, son utiles, pero\
no son los optimos para la extraccion de IgY de yema de huevo
de Nothoprocta perdicaria. Ademas ambas Igs no presentan
reactividad cruzada D
~

« Los Ac IgY de la perdiz no tienen capacidad de aglutinacion
con GRO

J

N
 El suero de la perdiz tiene gran capacidad de activar el sistema

del complemento por la via alterna.

J

anticuerpos naturales, frente a numerosas bacterias no
necesariamente contra todas.

« Como podia suponerse, Nothoprocta perdicaria presenta}
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