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RESUMEN. Se conoce que desde 1893, se había descrito un experimento en el que
se demostraba que en el proceso de inmunización de gallinas, el resultado consis-
tía en la transferencia de anticuerpos específicos hacia la yema de sus huevos.
Tomando como base este conocimiento, este trabajo se enfocó en demostrar que
los anticuerpos de yema  de huevo obtenidos a partir de gallinas inmunizadas con
una preparación comercial de IgG de ratón pueden constituir una alternativa a sus
similares en mamíferos al conjugarse con la  enzima peroxidasa  y utilizarse como
reactivos  en técnicas ELISA  para la determinación de anticuerpos monoclonales
murinos del tipo IgG. Para esto, se desarrollaron esquemas de inmunización en
paralelo en gallinas y conejos a los que se les aplicaron diversas dosis del antígeno
(IgG de ratón) demostrándose que las gallinas son capaces de brindar títulos de
anticuerpos aunque menores que en el conejo, sí razonables en sus yemas de hue-
vo contra este antígeno, útiles para procesos posteriores. Se demuestra que el mé-
todo del m-peryodato de sodio es aplicable a los anticuerpos de yema de huevo
(IgY) para conjugarlos a la enzima peroxidasa para su uso exitoso en inmunoensa-
yos como el ELISA. El Sistema ELISA desarrollado sobre la base de los anticuer-
pos IgY mostró en su desempeño algunas ventajas a su similar desarrollado con
conjugado de anticuerpos de mamíferos. Este trabajo demuestra que la obtención
de anticuerpos IgY en este caso, es una fórmula que reduce los costos de produc-
ción de conjugados enzimáticos al menos tres veces, lo que conjuntamente con los
elementos bioéticos la convierte en una vía atractiva para complementar los proce-
sos tradicionales de producción de anticuerpos.

ABSTRACT. As early as 1893, an experiment was described in which the
immunisation of a hen results in the transfer of specific antibodies (Abs) into the
egg yolk was demonstrated. Taking in mind this knowledge, this work has been
focused on the immunisation of hens with commercial mouse IgG to prepare IgY
polyclonal antibodies and label them with horse radish peroxidase (HRP) to use as
alternative similar mammal’s antibodies in ELISA tests to determine murine mono-
clonal antibodies. Immunisation schedules were carried out in rabbits and hens
simultaneously with different dosages of commercial preparation of mouse IgG.
Rational titres of antibodies were obtained from egg yolk in comparison to rabbit’s
antibodies. Here, it is demonstrated that sodium m-periodate method is also useful
to offer IgY enzymatic conjugates with characteristics similar to those obtained
from mammal’s source. The performance of ELISA assay by egg yolk’s conjugate

showed several advantages in compari-
son to similar one with rabbit’s conju-
gate in parameters like linearity and
precision. Finally, it is demonstrated
that IgY Technology is an alternative to
produce enzymatic conjugates at lower
cost and can be accepted  as an attrac-
tive way for traditional mammalian
polyclonal antibodies technology.

INTRODUCCIÓN
La producción de anticuerpos

(Acs) con frecuencia constituye una
etapa definitoria en muchos proyec-
tos de investigación y puede consti-
tuir la clave del éxito o el fracaso de
un estudio.1-6 Por esta razón, la pro-
ducción de Acs en animales de  la-
boratorio se ha convertido en la par-
te esencial de muchas investigacio-
nes.

La base de toda  técnica inmuno-
lógica es la detección de antígenos o
Acs apoyándose en la reacción espe-
cífica que ocurre entre estas dos pro-
teínas. El éxito para desarrollar estas
técnicas de detección es la tenencia
de Acs específicos hacia determina-
dos antígenos.

Dado al hecho de que los Acs de
yemas de huevo puestos por gallinas
inmunizadas se han reconocido
como una excelente fuente de Acs
policlonales, se ha producido en las
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últimas décadas una explosión en el
desarrollo de proyectos de investiga-
ción  para utilizar pollos como un
biomodelo apropiado en la producción
de Acs policlonales (IgY) hacia proteí-
nas de mamíferos, para usarlos en el
campo del diagnostico.7–10 Hasta la
fecha, no solo se han utilizado pollos
para la producción de Acs policlona-
les aviares con fines diagnóstico,
han sido utilizadas también codor-
nices (Coturnix quail),11 así como
Acs purificados de las yemas de hue-
vos de los patos pekineses blancos
(Anas platyrhynchos)12 para estos
propósitos, de manera que se han
podido demostrar las atractivas ven-
tajas que ofrecen estas inmunoglo-
bulinas aviares aisladas de la yema
de sus huevos (denominadas IgY)
sobre los Acs IgG convencionales ob-
tenidos de fuentes de mamíferos.

Los receptores para el dominio
Fc de las inmunoglobulinas sumi-
nistran una importante unión entre
la respuesta humoral específica y la
parte celular del sistema inmune. La
unión de la IgG a los receptores Fc
puede producir diversas respuestas
biológicas (fagocitosis, endocitosis,
citotoxicidad celular dependiente de
Acs, liberación de mediadores
inflamatorios y el incremento de la
presentación de antígeno).13,14 Los
complejos inmunes que contienen
Acs de mamíferos pueden interac-
tuar con los receptores Fc o del
complemento sobre las células o al
mismo tiempo, unirse a otras inmu-
noglobulinas presentes en la mues-
tra problema, pudiendo causar resul-
tados erróneos en diversos ensayos
para detectar sustancias de interés
diagnóstico en el suero o plasma a
investigar, así como en la cuanti-
ficación o enumeración de tipos ce-
lulares específicos. Esto ha sido pro-
bado en diversos inmunoensayos
que contienen Acs de mamíferos, no
así en otros similares desarrollados
con  Acs de yema de huevo de galli-
na (IgY).

Una herramienta poderosa para
la determinación de sustancias en
muestras biológicas diversas, lo
constituye el enzimoinmunoensayo
ELISA (Enzyme-Linked-Immunos-
sorbent Assay o Ensayo Inmunoab-
sorbente ligado a enzima).

Por esta razón, el  objetivo de este
trabajo ha sido la producción de Acs
en gallinas inmunizadas con IgG de
ratón, para el reconocimiento espe-
cífico de esta molécula y probar la
factibilidad de marcaje con enzimas
de los Acs IgY purificados, este mar-
caje se realiza en especial con la
peroxidasa de rábano picante y la

demostración de la capacidad de
desarrollar con este conjugado  un
sistema ELISA que al ensayarse en
paralelo con uno realizado teniendo
como base Acs de conejo  permita la
cuantificación específica de la IgG
de  ratón para su uso en sistemas de
calidad que brinden  la posibilidad
de evaluación de Acs monoclonales
murinos.

 MATERIALES Y MÉTODOS
 Modelos animales

Gallinas ponedoras (White Leghorn,
de 18 semanas de edad) y conejos
hembras F1 (Nueva Zelanda x Se-
migigante blanco, de 16 semanas de
edad) fueron  seleccionados para el
experimento.

 Antígeno para la  inmunización

Los inmunógenos se obtuvieron
de una fuente comercial (IgG de ra-
tón pura, grado técnico de Sigma,
EE. UU.).

 Esquema de inmunización (cone-
jos, gallinas)

Gallinas
Las gallinas se dividieron en cua-

tro grupos de  tres cada uno. Se les
aplicaron dosis de 100, 250 y 500 µg
del inmunógeno a cada grupo por
separado. Se mantuvo un grupo
control al que se le aplicó 1 mL de
NaCl 0,15 mol/L (Böheringer, Ale-
mania).

Las emulsiones inmunógeno-
adyuvante se llevaron a cabo vo-
lumen a volumen, a razón de 0,5 mL
de la preparación del inmunógeno
con 0,5 mL del adyuvante comple-
to o incompleto de Freund (Sigma,
EE. UU.) y fueron mezclados has-
ta obtener una emulsión adecua-
da.

El esquema de inmunización
consistió en tres inmunizaciones por
vía intramuscular en la pechuga a
intervalos de 21 d y dos inmuniza-
ciones adicionales intravasculares
en ausencia de adyuvantes.

Este esquema se determinó
realizar teniendo en cuenta los
antececedentes de los trabajos de
Schwartzkopf y cols.,15 y Schade y
cols.16 en los que se recomiendan
como mejores dosis de antigenos
solubles en gallinas, las que oscilan
entre 100 y 1 000 µg .

Conejos
Los conejos fueron divididos en

tres grupos de tres cada uno y se uti-
lizó el mismo esquema de inmuni-
zación de las gallinas. El control con-
sistió en las muestras de sangre que
se obtuvieron antes del comienzo de
la inmunización.

 Preparación de la  IgY de yema de
huevo por el método de la fracción
soluble en agua (WSF)

Los huevos se cosecharon diaria-
mente. Previamente fueron marca-
dos con la fecha y el grupo experi-
mental y se almacenaron a 4 oC has-
ta que fueron procesados. Se separó
la clara de la yema mediante un
separador de yemas comercial
(Promega. Co., EE. UU.) y se lavaron
las yemas con abundante agua co-
rriente y destilada para limpiarlas de
la albúmina que pudiera quedarles
adherida. Se puncionaron sus mem-
branas y sus contenidos fueron dilui-
dos en 9 volúmenes de agua estéril
acidificada con HCl 0,1 mol/L hasta
que la emulsión alcanzó un pH entre
4,8 y 5,2.16 Este extracto de yema se
mantuvo a 4 oC durante 24 h, poste-
riormente, se centrifugó a 2 000 g por
30 min en una centrifuga refrigera-
da (Medifriger, J.P. Selecta S.A.,
Abrera, España). El sobrenadante de
yema de huevo (EYS) obtenido, rico
en IgY, se filtró por papel de filtro
Whatman No. 1 (Whatman Interna-
tional, Maidstone, UK) y ajustado a
pH 7,0 con regulador Tris (hidroxi-
metilamino metano) (1 mol/L
+ 0,15 mol/L NaCl; Böehringer, Man-
nheim, Alemania).

Estos sobrenadantes se probaron
mediante una prueba de ELISA para
determinar títulos específicos de Acs
IgY contra IgG de ratón (IgGr). Este
antisuero se purificó mediante
Cromatografía de Inmunoafinidad6

previa precipitación con sulfato de
amonio a 45 % de saturación.

De acuerdo con las instrucciones
del fabricante se preparó un gramo
de Sefarosa 4B activada con bromu-
ro de cianógeno (Pharmacia, LKB,
Uppsala, Suecia), esta rindió 3,5 mL
de resina, aproximadamente 10 mg
de IgG comercial (Sigma) previamen-
te dializada contra regulador de aco-
plamiento (0,5 mol/L NaCl, 0,1 mol/L
NaHCO3,  pH 8,3) se le adicionó a la
sefarosa tratada, se mantuvo en ro-
tación por 2 h a temperatura ambien-
te y se centrifugó a 40 g por 5 min, el
precipitado se incubó a 4 oC por 16 h
con 10 mL de agente bloqueador
(0,2 mol/L glicina, pH 8,0) para blo-
quear los grupos que pudieran per-
manecer activos en la resina, la cual
fue introducida en una columna
(PD-10) y las proteínas unidas de for-
ma inespecífica se lavaron mediante
un procedimiento de cinco lavados
sucesivos alternantes consistentes
en una etapa de lavado con 5 mL
de regulador de acoplamiento, se-
guido de otro con 5 mL de regula-
dor acetato (0,5 mol/L  NaCl, 0,1 mol
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/L acetato de amonio, pH 4,0). Des-
pués se lavó la columna con 50 mL
de PBS y el contenido de la IgY de
no más de tres huevos obtenido por
precipitación con sulfato de amonio
y previamente dializado contra PBS
se llevó a 50 mL con este mismo re-
gulador fosfato y se descargó en la
columna a una velocidad de flujo de
240 µL/min . Posteriormente, se lavó
la columna con 50 mL de PBS y los
Acs IgY anti IgG de ratón unidos se
eluyeron con un regulador de elu-
sión (0,15 mol/L NaCl; 0,2 mol/L gli-
cina, pH 2,2).  Para la neutralización
inmediata, se colectaron las fracciones
eluidas de aproximadamente 2 mL en
tubos que contenían 0,8 mL de un
regulador (0,1 mol/L Tris-HCl, pH
8,0). Al término de la operación, la
columna se neutralizó con regula-
dor Tris y se lavó con PBS, para su
almacenamiento final se dejó en
una preparación de PBS que conte-
nía 0,05 % NaN3 a 4 oC, para su
reutilización, la columna se lavó con
PBS.

Preparación de la IgG de conejo

Con sulfato de amonio,  se pre-
cipitaron 20 mL del suero hiperin-
mune de conejo. Posteriormente,
se purificó este antisuero median-
te Cromatografía de Inmunoafi-
nidad con las mismas condiciones
utilizadas para la purificación de la
IgY.

ELISA para el  seguimiento de los
contenidos de Acs (gallina y conejo)

Los pocillos de cada una de  las
placas de 96 posiciones (Immulon
F, Dynatech) se recubrieron con  50 µL
de IgG de ratón pura (Sigma, EE.
UU.) a una concentración de 10 µg
/mL . Se aplicaron diluciones 1 : 00
y 1 : 1 000 de los sobrenadantes de
yema y suero de conejo respecti-
vamente obtenidos de diferentes
momentos del esquema de inmu-
nización y, conjugados anti-IgY de
pollo peroxidasa de rábano pican-
te (Pierce, EE. UU.) y, conjugado
anti-IgG de conejo peroxidasa
(Sigma, EE. UU.) se adicionaron a
cada placa según especificidad. Se
reveló la reacción con o-fenilen-
ediamina (OPD) en ambos casos.
Se determinaron las absorbancias
a 492 nm utilizando un lector de
ELISA (Reader 530, Organon
Tecknika).

 El método del peryodato para la
peroxidasa de rábano picante (con-
jugado-POD)

Para la preparación de ambos
conjugados se aplicó el método del

peryodato introducido por Nakane y
Kawaoi,17 y modificado por Wilson y
Nakane.18

Determinación de las razones
de absorbancia anticuerpo-enzima

 Primeramente, se ajustó la con-
centración de proteínas de las mues-
tras del conjugado en PBS para que
rindieran una medición espectrofo-
tométrica a OD280 nm de 1,4 (equiva-
lente aproximadamente a 1 mg/mL
de IgY de pollo e IgG de conejo res-
pectivamente). Se dispusieron dilu-
ciones de ambos conjugados a las
que se midieron sus densidades óp-
ticas tanto a 403 como a 280 nm  y se
determinó la razón de estas dos me-
diciones.

 Determinación de la dilución óp-
tima de trabajo de los conjugados
enzimáticos por ELISA

Se realizó mediante un ensayo
ELISA en el cual los pocillos de las
placas fueron recubiertos  con 50 µL
de IgG de ratón pura (Sigma) a una
concentración de 1 µg/mL en regula-
dor de recubrimiento, pH 9,6 (1,59 g
Na2CO3 + 2,43 g NaHCO3 + 0,2 g
NaN3 en 1 L agua destilada). Se apli-
caron los conjugados a diferentes
diluciones y se reveló la reacción en-
zimática con o-fenilenediamina
(OPD) (Sigma).

Las  absorbancias a 492 nm se de-
terminaron mediante un lector de
microELISA Reader 530 (Organon
Tecknika).

 Caracterización de los conjugados
de peroxidasa

   Recubrimiento de las placas
 Cada pocillo de la placa de 96 po-

siciones (Immulon F, Dynatech)   fue
cubierto con 50 µL de una anti IgG
de ratón obtenida en carnero (CIMAB
S.A, Ciudad de La Habana) a 10 µg/
mL en regulador de recubrimiento
pH 9,6 (1,59 g Na2CO3 + 2,43 g NaHCO3
+ 0,2 g NaN3 en 1 L de agua destila-
da), se incubó   por 1 h a 37 oC en una
cámara húmeda. Se lavó tres veces
la placa con una disolución de PBS –
Tween 20 (8 g NaCl+ 1,15 g NaH2PO4
+ 0,2 g KH2PO4 + 0,2 g KCl + 0,2 g
NaN3 en 1 L  de agua destilada y se
adicionaron 0,5 mL de Tween 20) a
razón de 200 µL por pocillo.

Posteriormente, los pasos del
ELISA consistieron en bloqueo con
leche descremada al 5 % en PBS (0,5 %
Tween 20 (Sigma, EE. UU.) y se in-
cubó por 1 h a 37 oC en una atmósfe-
ra húmeda. La placa se lavó con la
disolución de PBS Tween 20 con el
mismo volumen y frecuencia que el
paso anterior. En los diferentes poci-
llos de la placa de ELISA se aplicaron

doce réplicas en leche descremada al
2 %,  50 µL de una curva estándar de
calibración de IgG de ratón pura
(Sigma), la cual se preparó a partir
de una dilución volumen a volumen
de leche descremada al 2 % y una so-
lución estándar de IgG de ratón a
una concentración de 500 ng/mL a
partir de la cual se realizaron dilu-
ciones doble sucesivas para obtener
soluciones estándar de concentra-
ciones de 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625;
7,812 5; 3,906 25 ng/mL, en el resto
de doce pocillos, se aplicó otra mues-
tra correspondiente al blanco que
consistió de albúmina humana 2 % en
leche descremada 2 %. Esta muestra
se consideró que correspondía a  una
concentración de 0,0 ng/mL de IgG
de ratón. Se incubó en cámara húme-
da a 37 oC por una hora. Se aplicaron
lavados como los arriba descritos.
Posteriormente, se adicionaron 50 µL
por pocillo del conjugado tanto de
conejo como de gallina a sus dilucio-
nes óptimas respectivas de trabajo
en leche descremada 2 % en PBS-
Tween 20. Se realizó incubación en
cámara húmeda por 1 h a 37 oC . Se
realizaron tres lavados como los arri-
ba descritos. Para la reacción enzi-
mática se utilizó como  sustrato de
la  peroxidasa, la o-fenilenediamina
(OPD) (Sigma). Se adicionaron 100 µL
por pocillo de una  mezcla de una
disolución de (1 mg de OPD + 1 µL
de 30 % H2O2) por mililitro de regu-
lador citrato, pH 4,5. Las placas se
incubaron por 30 min a temperatu-
ra ambiente y en la oscuridad. El de-
sarrollo de la reacción de color se
paró añadiendo 50 µL de ácido sul-
fúrico 2 mol/L . Las  absorbancias a
492 nm se determinaron mediante
un lector de microELISA Reader 530
(Organon Tecknika).

Los ensayos se replicaron doce
veces y los promedios de las densi-
dades ópticas obtenidos para cada
punto de calibración se utilizaron
para realizar la caracterización de
ambas pruebas (ELISA de Acs IgY
de gallina e IgG de conejo).

Análisis de regresión lineal

Mediante un análisis de regresión
lineal de la curva y los coeficientes
de regresión obtenidos se comparó la
linealidad entre los ensayos con Acs
de gallina y conejo. Para ello se uti-
lizaron los mejores intervalos de
linealidad en los puntos de concen-
tración de IgG de ratón  para cada
prueba. Para la determinación de
diferencias estadísticas entre ambos
ajustes se utilizó la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney
(EXCEL, Corporación Microsoft)
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 Límite de detección
Se asumió como el valor más bajo

de concentración de IgG de ratón en
la curva estándar para los doce en-
sayos aquel al que correspondiera
una densidad óptica (OD) que no se
sobrelapara con el mayor valor de la
reacción de fondo (muestra con au-
sencia de IgG de ratón) comparan-
do el promedio y la desviación
estándar de las DO de las muestras.

 Prueba de precisión para la deter-
minación de IgG de ratón

 Valores de concentraciones, ele-
vado, medio y bajo de IgG de ratón
se midieron repetidamente (ocho ré-
plicas intraensayos y tres réplicas
interensayos) se determinaron
mediante el ELISA Sandwich para
determinar la precisión de ambas
pruebas (conejo y gallina).

Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó
mediante análisis de varianza
(ANOVA), y prueba t para determi-
nar diferencias de los títulos de Acs
en diferentes esquemas, análisis de
regresión lineal y la prueba de
Mann-Whitney para comparar el
parámetro de linealidad de cada
reactivo en la prueba ELISA,  la de-
terminación de estadígrafos de ten-
dencia central y dispersión para los
parámetros de precisión y límite de
detección. Se utilizó el Programa
Profesional EXCEL, Microsoft.

 RESULTADOS Y DISCUSIÓN
   Desarrollo de los niveles de Acs.
Comparación entre gallina y conejo

La comparación del desarrollo de
los niveles de Acs obtenidos en los
esquemas de inmunización median-
te el análisis de un ANOVA (Fig. 1),
permitió concluir que las concentra-
ciones de Acs en los conejos eran
mayores que en las gallinas. La com-
paración de cada dosis realizada por
la prueba t arrojó diferencias es-
tadísticamente significativas (p < 0,05).

El desarrollo de estos experimen-
tos y lo que permite un análisis crí-
tico de estos resultados tiene sus
antecedentes en los trabajos de
Schwarzkopf,15  quien en un estudio
multifactorial muy amplio utilizan-
do 972 gallinas probó el efecto de dos
tipos de adyuvantes en varias dosis
y vías de inoculación con cuatro do-
sis distintas de cuatro antígenos di-
ferentes (IgG humana de 158 kD de
peso molecular (PM), lipoproteínas
de baja densidad, de 1 000 kD,
somatotropina bovina recombinan-
te, de 22 k de PM y el antígeno
fimbrial K88 de E. coli con un PM de

22 kD. De los resultados obtenidos
por estos autores, dosis de 100 µg de
IgG humana combinada con Adyu-
vante incompleto de Freund resultó
la mejor combinación utilizada en
cuanto al logro de  los mayores con-
centraciones de Acs obtenidos. Behn
y cols.19 no encontraron diferencias
significativas al probar en gallinas
dosis de 100 y 500 µg de IgG de ra-
tón y lograron concentraciones de
Acs IgY muy razonables. Otros ex-
perimentos de inmunización lleva-
dos a cabo en gallinas por Sasse y
cols.20-22 utilizando como inmunó-
genos, endotoxinas bacterianas des-
criben como las mejores dosis, aque-
llas que oscilan entre 10 y 1 000 µg, así
como otros llevados a cabo por
Schade y cols.,23 utilizando péptidos
como antígenos, refieren como la
mejor dosis a utilizar para la inmu-
nización de gallinas, la de 100 µg .

Según la experiencia personal de
los autores, concentraciones razona-
bles de Acs, se lograron al inmuni-
zar gallinas con dosis de 100 µg de
IgG humana24 a pesar de haberse
realizado inmunizaciones de refuer-
zo a intervalos muy cercanos (7 d).

En un experimento donde se su-
ministraron dosis de 500; 1 000;  2 500
y 5 000 µg de albúmina humana res-
pectivamente a gallinas, se obtuvo
una inmunosupresión con las dos
ultimas dosis.25

Las dosis antigénicas utilizadas
en este trabajo con relación a la IgG
de ratón se movió dentro de estos lí-
mites planteados como buenos en
estos experimentos previos, no arro-
jando diferencias estadísticamente
significativas entre ellas y mostran-
do concentraciones de Acs muy

aceptables si se tiene en cuenta que
en el seguimiento de las concentra-
ciones de Acs IgY llevado a cabo por
la técnica ELISA que proporcione
densidades ópticas (DO) por encima
de 0,3 en las muestras de Acs dilui-
das 1 : 1 000, constituyen preparacio-
nes útiles de Acs para cualquier pro-
pósito.15 En este trabajo, se lograron
concentraciones de Acs en las dilu-
ciones 1 : 000 de las muestras que
superaron valores de DO  de  1,5 (cin-
co veces superior a lo que puede cons-
tituir una preparación útil de Acs
IgY) (Fig. 1), lo que muestra que el
esquema brindó un resultado de Acs
satisfactorio. El análisis en conjun-
to de estos resultados obtenidos has-
ta hoy en la inmunización de galli-
nas llevan a concordar con otros au-
tores15,19,23 en que dosis óptimas para
este biomodelo, al menos de antí-
genos solubles, y sobre todo, si se
trata de inmunoglobulinas de ma-
míferos, deben oscilar entre los 10
y 1 000 µg . Dosis por encima o por
debajo, se ha demostrado que indu-
cen modulaciones no deseables de la
respuesta inmune como la toleran-
cia y la inmunosupresión.

En gallinas sometidas a esque-
mas de inmunización, se ha encon-
trado15,19,23,26,27  una cinética en las
concentraciones de Acs que con
más frecuencia suele ser un incre-
mento transiente posterior a la pri-
mera inmunización y una segunda
fase posterior a la inmunización de
refuerzo que se caracteriza por un in-
cremento inicial en el título de Acs
dentro de los 10 primeros días
aproximadamente, seguido de una
meseta en los 10 d posteriores y acto
seguido, un descenso de nuevo.

Fig. 1. Comparación de la dinámica en las concentraciones de anticuerpos específi-
cos anti  IgG de ratón entre gallina y conejo. Las saetas indican el momento en que se
realizaron las inoculaciones en ambas especies.

  Dosis 500 µg gallina       Dosis 500 µg conejo       Dosis 250 µg gallina

  Dosis 250 µg conejo      Dosis 100 µg gallina      Dosis 100 µg conejo
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En otros casos16,28 se ha referido
que el tiempo de permanencia de las
concentraciones de Acs después de
una inmunización de refuerzo (se-
gunda fase de la respuesta inmune)
puede durar entre 6 y 10 semanas
antes de que se comience a apreciar
una declinación.

La recopilación de estos resulta-
dos ha llevado a proponer como la
mejor inmunización de gallinas,
aquella que consiste en dosis antigé-
nicas que oscilan entre 100 y 1 000 µg,
siendo suficiente 10 µg en algunas
ocasiones con inmunizaciones de re-
fuerzo que oscilen entre las 4 y 8 se-
manas.23

Los resultados de este trabajo
guardan una relación muy estrecha
con esas recomendaciones por lo que
concuerdan con su practicabilidad.

Este experimento demuestra que
los conejos brindan mejores títulos
de Acs utilizando las mismas dosis
de inmunógeno que en gallina y so-
metidos al mismo esquema en este
caso,  pero el solo hecho de concen-
traciones mayores no es razón sufi-
ciente para considerar al conejo
como el animal de preferencia para
los fines que se propusieron en el
trabajo, uno debe recordar también,
en sentido general, que el principal
objetivo para la producción de Acs,
es la obtención de una gran cantidad
de Acs de gran afinidad durante la
respuesta secundaria, de tal manera
que la obtención de títulos elevados
después de la respuesta primaria no
es necesariamente del todo convin-
cente,1 además que no se pueden dar
conclusiones del mantenimiento de
la estabilidad de los títulos en el
tiempo, pues en este trabajo solo se
analizaron los primeros 100 d en el
estudio de la dinámica de produc-
ción de anticuerpos, que es otro fac-
tor importante en la selección de un

animal para estos fines, de otro lado,
las grandes cantidades de Acs que
se pueden obtener mediante la tec-
nología IgY y otras ventajas que es-
tos Acs poseen específicamente para
evitar interferencias en los ensayos
inmunológicos,19-21 junto con toda la
controversia reportada entre diver-
sos autores,  es una poderosa razón
para considerar a la gallina como un
animal de selección en la producción
de Acs policlonales anti IgG de ra-
tón.

Caracterización de los conjugados

Se pudieron apreciar (Tabla 1) las
características de ambos conjugados
de peroxidasa (conejo y gallina) obte-
nidos por el método del m- peryodato
de sodio. Obviamente, analizando las
razones de las absorbancias obteni-
das, se pudo concluir que las efi-
ciencias de conjugación resultaron
muy similares para ambos tipos de
Acs. El análisis de las densidades
ópticas (OD) de ambos productos de
conjugación permitió definirlos
como buenos reactivos. General-
mente, razones de absorbancia (OD)
a 403 y 280 nm (403 : 280) en un in-
tervalo entre 0,3 a 0,5 se traducen en
una elevada actividad de la enzima
POD sin perjudicar la actividad del
Ac.29 Estas conclusiones se han re-
portado trabajando especialmente

con Acs de mamíferos por lo que este
trabajo constituye un aporte en este
punto para considerar que los Acs
IgY de gallina tienen comportamien-
tos similares a los IgG, hecho que
permite recomendar el método del
m-peryodato de sodio de utilidad
para obtener conjugados enzimáti-
cos con Acs de origen aviar.

  Las tablas 2 y 3 muestran los
resultados del ELISA para determi-
nar las diluciones óptimas de trabajo
de ambos conjugados de peroxidasa
(IgY de gallina e IgG de conejo) anti-
IgG de ratón respectivamente.

Para el análisis de pruebas de
ELISA mediante lectores espectro-
fotométricos automáticos, como es
este el caso, la dilución óptima de tra-
bajo de un conjugado puede defi-
nirse empíricamente como aquella
que garantiza una absorbancia (OD)
igual a 1,0 bajo condiciones norma-
lizadas. Esto está dado principal-
mente porque la eficiencia máxima
de los fotómetros permanece óptima
a este nivel de señal de manera que
la medida de “ruido” en ella, es de la
menor proporción en este punto que
cuando se realiza a mediciones ma-
yores de 1.0. En este trabajo, se ob-
tuvo esta condición en la dilución
1 : 20 000 para el conjugado a base
de Acs de conejo y 1 : 8 000 para el
conjugado IgY. Las diluciones de

Tabla 1. Razones de absorbancia obtenidas para diferentes diluciones de los
reactivos conjugados a partir de anticuerpos IgY de yema de huevo e IgG de
suero de conejo con enzima peroxidasa (POD) mediante el método del m-peryo-
dato de sodio.

OD mn304 OD mn082 082:304nózaR

2/1 4/1 2/1 4/1 2/1 4/1

)DOP()anillag(YgI 572,0 131,0 496,0 763,0 93,0 53,0

)DOP()ojenoc(GgI 213,0 371,0 637,0 393,0 24,0 44,0

Tabla 2.  Densidades ópticas obtenidas  por la prueba ELISA utilizando el conjugado IgY de pollo – peroxidasa anti IgG
de ratón para buscar su dilución óptima de trabajo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 01 11 21

A 710,0 436,1 785,1 895,1 136,1 586,1 006,1 107,1 995,1 626,1 556,1 320,0

B 510,0 993,1 564,1 583,1 504,1 804,1 714,1 834,1 953,1 874,1 724,1 810,0

C 910,0 222,1 112,1 902,1 042,1 452,1 392,1 992,1 672,1 892,1 432,1 120,0

D 710,0 800,1 210,1 410,1 999,0 100,1 989,0 289,0 610,1 400,1 679,0 310,0

E 410,0 076,0 207,0 586,0 656,0 537,0 766,0 866,0 396,0 047,0 286,0 610,0

F 810,0 005,0 764,0 664,0 674,0 754,0 094,0 294,0 584,0 254,0 374,0 710,0

G 310,0 262,0 562,0 072,0 772,0 582,0 462,0 172,0 762,0 962,0 182,0 210,0

H 610,0 041,0 461,0 941,0 061,0 751,0 071,0 061,0 851,0 351,0 661,0 310,0

Todos los pocillos de la placa se recubrieron con 1,0 µg de IgG de ratón pura (Sigma).
Columnas 1 a 12 corresponden a muestras blanco (albúmina humana 2 % en leche descremada 2 %.
Diluciones de conjugado: A  1 : 1 000; B  1 : 2 000; C  1 : 4 000; D  1 : 8 000; E  1 : 10 000; F  1 : 20 000; G  1 : 40 000; H  1 : 80 000.
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conjugados para inmunoglobulinas
monoméricas como es la IgG de los
mamíferos que se reportan por en-
cima de 1 : 6 000 son consideradas
reactivos de calidad.29 En ambos ca-
sos, los conjugados obtenidos pre-
sentan el valor óptimo por encima
de esta dilución.

Se pudo concluir en este acápite
que se obtienen buenas eficiencias
de conjugación por el método del m-
peryodato de sodio, quedando demos-
trado que no se perjudica la actividad
enzimática. Se logran reacciones de
fondo razonables, indicador de gran
importancia para el desempeño de las
pruebas de ELISA que constituyen
técnicas de gran sensibilidad. En el
caso del conjugado IgY, los blancos
en la prueba ELISA resultaron un
poco más bajos, esto se podría expli-
car por la mayor especificidad de esta
prueba usando conjugados de IgY,
esto es de particular importancia en
este sistema para determinar IgG de
ratón, puesto que no existen repor-
tes previos con respecto a esto, de
manera que le da una ventaja a la
gallina como modelo a elegir para
estos fines como sustituto de los co-
nejos. Esto puede plantearse a pesar
de que la dilución de trabajo del con-
jugado de pollo fue menor,  unido a
la anterior ventaja de especificidad,
ya que estos títulos menores podrían
verse compensados con la enorme
cantidad de Acs que podría brindar
la extracción de la IgY de las yemas
de huevo de una sola gallina en el
curso de un esquema de inmuniza-
ción, además de garantizar una ho-
mogeneidad en el lote de Acs espe-
cíficos,  imposible de lograr en el
conejo, en el que para obtener canti-
dades similares habría que inmuni-
zar más de un animal, lo que traería
consigo la pérdida de esta homoge-

neidad,  puesto que siempre cada
animal en un esquema aporta como
respuesta un espectro amplio de in-
munoglobulinas que nunca es exac-
tamente repetible, cosa que siempre
atentaría con características desea-
bles en un Ac policlonal, además de
la repetibilidad que es un factor
siempre importante.

 Es necesario tener en cuenta
muchos parámetros para la normali-
zación de las pruebas ELISA para
cuantificar cualquier sustancia. Algu-
nos de los más importantes que
muestran el nivel de calidad de las
pruebas son, la linealidad, el límite de
detección, precisión, confiabilidad,
especificidad.30-34 Para comparar el
desempeño de los ensayos en este
trabajo se analizaron tres de los
parámetros arriba mencionados
(linealidad, límite de detección y pre-
cisión). Existen muchos criterios para
determinar la mayoría de estos
parámetros, por ejemplo, Rodbard
propuso cómo determinar el límite de
detección de un ensayo ELISA y lo
conceptualizó como el punto de con-
centración más bajo con una señal
significativamente distinta a la del
blanco para 20 o más ensayos.35 Otra
forma es el criterio de las densidades
ópticas (OD) para el control negativo
(correspondiente al suero de un ani-
mal no inmunizado) y otros criterios
más recientes36 para determinar esos
parámetros.

Las tablas 4 y 5 explican los
parámetros de linealidad y límites de
detección obtenidos en estos expe-
rimentos.  Los valores medios de
doce determinaciones para doce en-
sayos se obtuvieron para caracteri-
zar cada ELISA. Los promedios de
las DO para el ensayo con conjuga-
do de conejo en todos los casos, in-
cluyendo los puntos correspondien-

te a las muestras sin IgG de ratón
(concentración de IgG de ratón
nulo), fueron mayores que los obte-
nidos en el ensayo con conjugado de
IgY (Tablas 4 y 5). Esta observación
unida al análisis de linealidad (Ta-
blas 4 y 5) en que el ensayo con IgY
resulta más lineal que el de IgG de
conejo permite concluir que este pri-
mero es más específico y confiable
que el segundo. Se conoce que para
ensayos de linealidad, un coeficien-
te de correlación superior a 0,98 en
un análisis de regresión lineal es ra-
zonable y brinda una curva útil para
mediciones confiables.35 El análisis
de regresión lineal realizado con to-
dos los puntos en ambos ensayos
arrojó resultados no confiables (Ta-
blas 4 y 5), pues los coeficientes de
correlación estuvieron muy por de-
bajo de 0,98,  pero cuando se analiza
la regresión lineal  para los puntos
representados por las concentracio-
nes de IgG de ratón entre 0 y 62,5 ng
/mL (Tablas 4 y 5), ambos ensayos re-
sultan muy lineales al arrojar coefi-
cientes de correlación de 0,999 9 para
el ensayo con Ac de gallina y 0,986 2
para el de conejo, con lo que se de-
muestra que el primero toma venta-
ja sobre el segundo. Del mismo
modo, al analizar la curva de calibra-
ción en los intervalos 0 a 125 ng/mL
y 3,90 a 125 ng/mL, el análisis de re-
gresión vuelve a demostrar mejor
linealidad en el ensayo de IgY, lo que
lo hace más confiable. Estas obser-
vaciones amparan el criterio de que
en el presente trabajo, el ELISA ba-
sado en Acs IgY puede ser un susti-
tuto más confiable que el de IgG de
conejo para cuantificar IgG de ratón.
Asimismo,  los coeficientes de corre-
lación (r) en los intervalos 0 a 125 ng
/mL y 3,9 a 125 ng/mL respectiva-
mente, arrojaron valores de 0,975

Tabla 3. Densidades ópticas obtenidas mediante la prueba ELISA utilizando el conjugado IgG de conejo – peroxidasa
para buscar su dilución óptima de trabajo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 01 11 21

A 920,0 798,2 199,2 698,2 789,2 639,2 879,2 299,2 989,2 099,2 699,2 130,0

B 720,0 307,2 996,2 427,2 137,2 396,2 807,2 117,2 986,2 196,2 107,2 120,0

C 130,0 825,2 274,2 105,2 005,2 784,2 994,2 694,2 215,2 315,2 094,2 030,0

D 620,0 251,2 990,2 801,2 231,2 601,2 870,2 311,2 101,2 111,2 341,2 720,0

E 320,0 366,1 585,1 885,1 107,1 136,1 006,1 695,1 206,1 695,1 316,1 030,0

F 610,0 211,1 310,1 401,1 899,0 001,1 780,1 101,1 740,1 201,1 900,1 910,0

G 310,0 306,0 555,0 006,0 495,0 356,0 426,0 895,0 216,0 426,0 106,0 510,0

H 510,0 882,0 792,0 213,0 992,0 103,0 652,0 003,0 972,0 852,0 213,0 710,0

Todos los pocillos de la placa se recubrieron con 1,0 µg de IgG de ratón pura (Sigma).
Columnas 1 a 12 corresponden a muestras blanco (albúmina humana 2 % en leche descremada 2 %.
Diluciones de conjugado: A  1 : 1 000; B  1 : 2 000; C  1 : 4 000; D  1 : 8 000; E  1 : 10 000; F  1 : 20 000; G  1 : 40 000; H  1 : 80 000.
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para el ensayo con IgY, valor muy
cercano a lo recomendable para un
buen desempeño, por lo que en ge-
neral estos resultados demuestran
un mejor desempeño en general
para el ensayo IgY.

 La prueba de Mann-Whitney
arrojó diferencias estadísticamente
significativas cuando se compararon
las curvas de calibración obtenidas
para ambos conjugados demostran-
do un mejor ajuste lineal para el en-
sayo con IgY. Estas observaciones
amparan el criterio que en este tra-
bajo, el ELISA a base de Acs IgY
pudiera ser un sustituto más con-
fiable que el de IgG de conejo para
cuantificar IgG de ratón.

Las tablas 4 y 5 también mues-
tran el análisis del límite de detec-
ción para ambos ensayos. El menor
valor de concentración de IgG de
ratón en la curva patrón cuya OD no
se sobrelapa con el valor más eleva-
do de OD en la reacción de fondo
(muestra ausente de IgG de ratón)
se corresponde con 3,906 25. Con re-
lación a este parámetro, ambos en-
sayos parecen ser similares, pero
quizás, ensayando valores más bajos
se podrían encontrar diferencias. No
obstante, en este aspecto, ambos
ensayos son útiles pues valores del
límite de detección por debajo de
4,0 ng/mL como es este el caso, pue-
den ser considerados muy buenos
para los objetivos del trabajo que se
encarga de analizar muestras cuyas
concentraciones de IgG de ratón
siempre serían muy superiores (sue-
ros de ratón, ascitis de ratón ricas en
Acs monoclonales, hibridomas
secretores de Acs monoclonales) en-
tre otras. En general, las pruebas de
ELISA para cuantificar inmunoglo-
bulinas pueden ser normalizadas
con mucho menos sensibilidad que
la reportada en este ensayo y resul-
taría muy útil, por ejemplo, un
ELISA sndwich similar a este para
detectar Acs monoclonales del tipo
IgG murino para uso en los sistemas
de calidad de la producción de  Acs
monoclonales en el Laboratorio de
Anticuerpos y Biomodelos Experi-
mentales.

Para el análisis de la precisión de
las pruebas, se debe recordar que
este parámetro consiste en determi-
nar el coeficiente de variación (CV)
de los valores encontrados para de-
terminada concentración en varias
determinaciones inter e intraensa-
yos.29,30,32,36 Un bajo CV es predictivo
de una buena precisión. Las tablas 6
y 7 muestran el análisis de este
parámetro para ambos ensayos (IgY
e IgG). Generalmente, el ELISA con

Tabla 4. Ensayo ELISA con conjugado IgY.

Estos resultados corresponden al análisis de regresión lineal para determinar el
parámetro de linealidad en cada tramo de los valores de la curva estándar fijada.
r = 0,94 para todos los puntos de la curva estándar.
r = 0,975 puntos entre 0,0 y 125 ng/mL .
r = 0,999 9  puntos entre 0,0 y 62,5 ng/mL .
r = 0,93  puntos entre 3,906 25 y 250 ng/mL .
r = 0,975 puntos entre 3,906 25 y 125 ng/mL .
r = 0,999 9  puntos entre 3,906 28  y 62,5 ng/mL .

Límite de detección: intervalo de las densidades ópticas entre el blanco y el punto de
menor concentración en la curva estándar de IgG de ratón.

Intervalo de densidad óptica a 492 nm
Muestra Mínimo Máximo
Blanco   0,013 6    0,018 4
3,906 25   0,077 6 0,114

El coeficiente de variación es menor que 7 % en todos los puntos de concentración
examinados en la curva estándar de IgG de ratón, exceptuando el punto correspon-
diente al blanco.

nótaredGgIedradnátsE
)Lm/gn(

oidemorP
OD mn294

nóicaivseD
radnátse

etneicifeoC
nóicairaved

)%(

0,0 610,0 4200,0 0,51

52609,3 080,0 4300,0 52,4

5218,7 161,0 8600,0 22,4

526,51 803,0 5120,0 9,6

52,13 216,0 5210,0 40,2

5,26 802,1 6510,0 92,1

0,521 926,1 7230,0 0,2

0,052 780,2 1910,0 9,0

nótaredGgIedradnátsE

)Lm/gn(

oidemorP
OD mn294

nóicaivseD
radnátse

etneicifeoC
nóicairaved

)%(

0,0 230,0 0400,0 5,21

52609,3 061,0 4600,0 0,4

5218,7 103,0 6210,0 1,4

526,51 127,0 2320,0 2,3

52,13 214,1 0620,0 48,1

5,26 980,2 5350,0 65,2

0,521 393,2 6540,0 9,1

0,052 497,2 7150,0 8,1

Estos resultados corresponden al análisis de regresión lineal para determinar la
linealidad del ensayo en los diferentes tramos de concentración de IgG de ratón en
la curva estándar.
r = 0,868  para todos los puntos de la curva estándar.
r = 0,924 4  puntos entre 0,0 y 125 ng/mL .
r = 0,986 2 puntos entre 0,0 y 62,5 ng/mL .
r = 0,867 1  puntos entre 3,906 25 y 250 ng/mL .
r = 0,923 8  puntos entre 3,906 25 y 125 ng/mL .
r = 0,986 0  puntos entre 3,906 28 y 62,5 ng/mL .

Límite de detección: intervalo de las densidades ópticas entre el blanco y el punto de
menor concentración en la curva estándar de IgG de ratón.

Intervalo de densidad óptica a 492 nm
Muestra Mínimo Máximo
Blanco  0,028          0,036
3,906 25  0,153 6 0,166 4

El coeficiente de variación es menor al  5 % en  todos los puntos de concentración
de la curva estándar, excepto el punto correspondiente al blanco.

Tabla 5. Prueba ELISA con IgG de conejo.
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Acs de gallina parece ser más preci-
so que el de conejo, obviamente, si
se analiza el punto de concentración
más bajo (25 ng/mL). Este resultado
se torna interesante, ya que al anali-
zarlo con los discutidos anterior-
mente (resultados de regresión li-
neal) se correlacionan muy bien y
hacen al ensayo de IgY más confia-
ble que el de conjugado de IgG de
conejo y por lo tanto, se demuestran
las ventajas que representa para ava-
lar el uso de los Acs IgY como susti-
tutos efectivos de los de mamíferos.
Por lo visto, se puede concluir que
el ensayo IgY es relativamente me-
jor  y se convierte en una alternati-
va atractiva.

Relación costo/beneficio

La cantidad de Acs específicos
que puede brindar una gallina en el
curso de un año supera en hasta sie-
te veces la que podría brindar un
conejo (Tabla 8). Este es un análisis
solo en teoría, pues para obtener es-
tos rendimientos en los conejos se-
ría necesarias 12 extracciones en el
año, cosa imposible en la práctica,
porque este mamífero tolera, a lo
sumo, cuatro sangrías en un año,
luego queda visto que serían nece-
sarios, al menos, tres conejos para
este objetivo con la consiguiente
pérdida de homogeneidad en la res-
puesta de Ac que ocurre en cada in-
dividuo, esto dificulta un análisis
exacto de cuánto más eficiente re-
sulta el uso de los Acs de gallina
para la producción de lotes de
reactivos. En este caso, a pesar de
los títulos inferiores de los Acs IgY,
se lograría triplicar los rendimien-
tos de conjugados con el uso de la
gallina.

CONCLUSIONES

Si bien las concentraciones de
Acs específicos anti IgG de ratón ob-
tenidos a partir de las yemas de hue-
vo de las gallinas inmunizadas re-
sultaron en general menores que los
obtenidos en los conejos, las otras
ventajas de las primeras, es decir, el
rendimiento por animal y por año;
de manejo y características desea-
bles de las IgY para minimizar reac-
ciones cruzadas en pruebas diagnós-
ticas, así como los aspectos éticos
hacen de esta fuente de Acs una al-
ternativa muy atractiva.

Los conjugados obtenidos a partir
de IgY resultan equivalentes a los de
conejo para su empleo en técnicas tipo
ELISA y muestran incluso caracterís-
ticas superiores en algunos de los
parámetros  correspondientes, así
como reacciones de fondo más bajas.

La obtención de IgY a partir de
gallina ofrece un método que permi-
te la producción de Acs policlonales
específicos en cantidades muy supe-
riores a las que puede brindar un ma-
mífero de similar tamaño sometido
al mismo esquema de inmunización
y comparable a mamíferos de mucho
mayor talla por lo que económicamen-
te constituye una ventaja, además el
rendimiento del conjugado final resul-
ta más de tres veces superior por esa
vía.
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