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INTRODUCCIÓN 

La salud de animales silvestres es actualmente objeto de creciente interés debido a su 
alta relevancia para la salud pública, conservación de especies y producción animal. Estudios 
recientes indican que la inmunocompetencia de los individuos de una población es un factor 
crucial para explicar las dinámicas de patógenos en sistemas naturales. Es por ello que para un 
mejor entendimiento de la interacción entre las dinámicas de salud del hospedador y las 
infecciones en poblaciones silvestres es necesario desarrollar herramientas que nos permitan 
medir con detalle la inmunocompetencia de los hospederos y la aptitud de diferentes 
compartimentos de su sistema inmune. 

Teniendo en cuenta la falta de anticuerpos comerciales que nos permitan detectar 
anticuerpos de especies silvestres, nos proponemos evaluar la reactividad cruzada de 
anticuerpos disponibles en el mercado. 
 

OBJETIVOS 
 

- Verificar la especificidad de anticuerpos (Ac) comerciales (anti-rata, anti-ratón) para el 
reconocimiento de Ac de especies roedores silvestres mediante técnica de western blot.  
- Aplicar la técnica de ELISA para evaluar anticuerpos totales utilizando el anticuerpo comercial 
previamente seleccionado. 
 
  
 
 
 
 
 
 

Título del proyecto: “Influencia de estresores crónicos sobre la relación hospedador-parásito: ¿resistir o 
tolerar?” 
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Metodología: 
 

La especificidad de anticuerpos comerciales específicos para inmunoglobulinas de rata y 
ratón (anti-Igs de rata y anti-Igs de ratón) fue evaluada hacia inmunoglobulinas de diferentes 
roedores silvestres (Akodon azarae, Oligoryzomys nigripes, Oligoryzomys flavescens, Calomys 
venustus). Estas especies fueron seleccionadas por ser las más abundantes en la zona de 
muestreo seleccionada: eco-región del Espinal en las provincias de Santa Fe (departamento 
Las Colonias y Capital). La captura de los individuos tuvo lugar entre junio 2014 y julio 2016, en 
4 parcelas de muestreo de 0,5 ha en pastizales naturales ubicadas en: 
1. Reserva de la Escuela de Agricultura, Ganadería y Granja (UNL) (31°22'2.33"S 
60°51'39.46"O) 
2. Campo A sobre la Ruta Provincial 6 (31°22'5.19"S 60°53'7.12"O) 
3. Campo B sobre Ruta Provincial 6 (31°20'45.27"S 60°57'13.09"O) 
4. Campo C sobre el arroyo Cululú. (31°22'54.19"S 60°55'6.17"O). 

 
Como primer paso se evaluó mediante técnica de Western blot (en condiciones 

desnaturalizantes de proteínas) la especificidad de los anticuerpos comerciales disponibles: 
anti-Igs totales de rata y anti-Igs totales de ratón de Abcam, marcado con peroxidasa 
(conjugado). Brevemente: proteínas séricas (10 mg totales) de cada una de las especies de 
roedores de vida libre (detallados anteriormente) obtenidas de los muestreos fueron separadas 
por electroforesis. Para cada especie se utilizó un pool de suero correspondiente a 10 
individuos. La corrida se realizó a pH=8,3 durante dos horas. Una vez finalizado este proceso, 
se realizó la transferencia de las proteínas a una membrana de nitrato de celulosa, durante 3 
horas a pH=9,2. Como primer paso de la inmunodetección se realizaron 5 lavados con buffer 
0,1% Tween-20 en buffer TBS y luego el bloqueo de la membrana con leche descremada al 5% 
en el mismo buffer durante 4 horas, se volvió a lavar con la misma solución. Posteriormente, se 
incubó la membrana con la dilución 1/75000 del anticuerpo comercial (anti-rata o anti-ratón). La 
reacción antígeno-anticuerpo se reveló mediante quimioluminiscencia. Se evaluó la intensidad 
de cada banda obtenida. La ausencia de banda fue considerada como no reaccionante 
(ausencia de reactividad cruzada). Como control de la especificidad de los anticuerpos 
comerciales se evaluaron además sueros de rata (Rattus novergicus) y ratón (Mus musculus). 

 
Una vez comprobado la interacción de los anticuerpos comerciales con 

inmunoglobulinas de las especies de roedores de vida libre seleccionadas se procedió a la 
evaluación de una técnica de enzimo-inmuno ensayo (EIA) directa para la detección de 
anticuerpos totales. Brevemente: placas de 96 pocillos fueron sensibilizadas con diferentes 
diluciones de suero seriadas al medio de cada una de las especies mencionadas. Además se 
evaluaron muestras séricas de Mus musculus (tanto ratón de laboratorio como silvestre) y 
Rattus novergicus (en este caso proveniente de animales inmunizados con albúmina sérica 
bovina y de animales que no han tenido contacto con ningún inmunógeno –no inmunizadas-). 
Luego del bloqueo (leche descremada al 5%) y de los lavados correspondientes con PBS 
Tween al 0,1%, se agregó la dilución correspondiente a cada conjugado: anti-inmunoglobulinas 
totales de rata o anti-inmunglobulinas totales de ratón marcado con peroxidasa. Se probaron 
diferentes diluciones: 1/1000-1/10000-1/20000. El revelado se realizó utilizando una solución 
que contenga el cromógeno de la reacción (TMB). La reacción enzimática se detuvo con ácido 
clorhídrico y la lectura se realizó a 450 nm en un lector de ELISA. Cada determinación se 
realizó por duplicado y por cada ensayo se realizó un blanco de muestra y un blanco de 
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conjugado. Las concentraciones y diluciones de trabajo fueron determinadas 
experimentalmente. 
 
 

RESULTADOS/CONCLUSIONES 

 
Gráfico 1: Gráfico de líneas que muestra la relación entre las densidades ópticas (DO) vs la dilución de 

suero de cada una de las especies, utilizando anti-Igs totales de ratón marcado con peroxidasa 
(Abcam) en una dilución 1/10.000. 

 

  
Gráfico 2: Gráfico de líneas que muestra la relación entre las densidades ópticas (DO) vs la dilución de 
suero de cada una de las especies, utilizando anti Igs totales de rata marcado con peroxidasa (Abcam) 

en una dilución 1/10.000. 
 

 

En primera instancia se pudo comprobar mediante ensayos de Western blot (en 
condiciones desnaturalizantes de proteínas) que ambos anticuerpos comerciales (Abcam) anti-
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Igs totales de rata y anti-Igs totales de ratón marcado con peroxidasa interaccionaron con las 
muestras séricas de roedores de vida libre, dando como resultado bandas de revelado de 
diferentes intensidades. Se observaron bandas únicas correspondientes a cadenas livianas 
(25kDa) y pesadas (aproximadamente 150kDa) de los anticuerpos. 
 

Posteriormente se puso a punto el EIA directo según se describe en el punto de 
Metodología utilizando diferentes diluciones de las muestras de suero. La dilución óptica de 
conjugado a utilizar fue 1/10.000 y la lectura de densidades ópticas fue a los 15 minutos del 
corte de la reacción enzimática. Mediante este ensayo se pudo verificar que ambos anticuerpos 
comerciales son de utilidad para la evaluación de los niveles de anticuerpos en especies 
seleccionadas de roedores silvestres, aunque con diferencia en su sensibilidad. Las muestras 
de especies de vida libre evaluadas con anti-Igs totales de ratón presentaron mayor sensibilidad 
que las evaluadas con anti Igs totales de rata. Esta mayor sensibilidad se presentó en el rango 
de diluciones correspondientes entre 1/200 y 1/1600. A partir de estos resultados queda por 
evaluar Ac totales y Ac naturales de muestras individuales de los roedores silvestres y su 
aplicación a los estudios eco-epidemiológicos. 
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