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DESARROLLO DE UNA TECNICA DE INMUNOELECTROTRANSFE- 
RENCIA "WESTERNBLOT" PARA LA DETECClON DEANTICUERPOS 
CONTRA COMPONENTES PROTElNlCOS DE SALMONELLA TYPHl 

Desde su desarrollo la lnmunoelectrotransferencia (INMET) ha sido una 
herramienta útil en biología molecular así como también en el 
diagnóstico de diferentes enfermedades infecciosas. 

Tradicionalniente la demostración de anticuerpos contra Salmonella 
typhi, se ha enfocado hacia la detección de aquellos, que se producen 
contra lipopolisacáridos, especialmente los que se relacionan con el 
antígeno somático "0". Pero pocos trabajos, se han realizado para la 
detección de anticuerpos contra otros antígenos tales como proteínas 
protoplasmáticas. Este trabajo intenta demostrar si tales anticuerpos se 
producen en conejos inmunizados experimentalmente, así como 
también en voluntarios vacunados contra la fiebre Tifoidea con lavacuna 
oral (cepa Ty2la). 

El antígeno preparado y purificado a partir de una cepa de Salmonella 
typhi, fue suspendido en una solución tampón y sonicado para obtener 
sus productos celulares; de esta manera y con la adecuada 
concentración de proteínas fue separado en gel de poliacrilamida en 
sus diferentes fracciones antigénicas y luego transferidos a membranas 
de nitrocelulosa en donde por medio de reacción inmunoenzimática, se 
visualizó la banda característica, al poner en contacto la membrana con 
el antisuero hiperinmune obtenido en conejos (Modelo Experimental) 
y el suero de voluntarios antes y después de la inmunización (Modelo 
Humano). La banda visualizada correspondió a un peso aproximado de 
38.000 kd. Trece de los voluntarios (32.5%), presentaron esta misma 
banda antes de la inmunización, la cual, aunque más tenue, representó 
un complejo antígeno-anticuerpo, lo cual, induce a pensar en un posible 
contacto con el microorganismo en el pasado. La posibilidad de la 
reacción cruzada se descartó realizando el mismo procedimiento con 
lisados de Escherichia coli. 

ABREVIATURAS USADAS: SDS: duodecil sulfato de sodio. PAGE: Electroforesis 
en gel de poliacrilamida. INMET: lnmunoelectrotransferencia. MNC: Membranas de 
nitrocelulosa. 
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La Fiebre Tifoidea es una enfermedad de prevalen- 
cia relativamente alta, en lugares donde las condicio- 
nes sanitarias son deficientes (1, 2, 3). En Colombia 
se registra una mortalidad del 12-15% en pacientes 
no tratados; no se conocen datos específicos de inci- 
dencia e incidencia y prevalencia, debido a la falta de 
una prueba diagnóstica, suficientemente sensible y 
simple para hacer estudios epidemiológicos (4, 5). 

Actualmente la reacción de aglutinación de Widal 
se sigue utilizando, pero dado que las circunstancias 
epidemiológicas y tecnológicas han cambiado, su ver- 
dadera utilidad merece una reconsideración (6, 7, 8). 
Recientes estudios han demostrado que la Salmonella 
al igual que otras bacterias gram-negativas, presentan 
proteínas antigénicas que son tan importantes en la 
respuesta inmune como el lipopolisacárido. Tsang mi- 
dió la respuesta inmune, contra proteínas antigénicas 
de Salmonella typhi en pacientes con fiebre tifoidea, 
y desde entonces hasta ahora no se ha explorado la 
posibilidad de usar técnicas para tal fin (9). 

Con la INMET, técnica moderna que combina la 
alta resolución de la electroforesis, con la sensibilidad 

por medio de ultrasonido a intervalos de cinco minu- 
tos, hasta completar media hora, tiempo que fue sufi- 
ciente para lisar más del 95% de la suspensión bacte- 
riana, lo cual se determinó haciendo coloración de 
Gram; durante todo el procedimiento se mantuvo refri- 
gerado a 4°C. El lisado por ultrasonido fue centrifu- 
gado a 3000 x g por 30 min; el sobrenadante fue 
removido y delipidado con dietil-eter (vlv). La concen- 
tración final de proteínas fue medida usando el método 
descrito de Lowry (13, 14); el sobrenadante fue diluido 
con solución tampón pH 7.35, hasta obtener una con- 
centración final de proteínas de 9.8 mglml. El antígeno 
fue dividido en alícuotas de 10 m1 y lifiolizado para 
su posterior uso. 

Obtención de los antisueros de referencia: para el 
modelo experimental, se inocularon conejos por vía 
intradérmica (una inoculación por semana, durante 
cinco semanas); el extracto antigénico fue mezclado 
con adyuvante de Freund, uno de los conejos se ino- 
culó con solución salina y sirvió de control negativo. 
Posteriormente se hizo la titulación de anticuerpos 
mediante el método de doble inmunodifusión (1 5, 16). 
Los conejos se sangraron cuando los títulos se consi- 
deraron aceptables y los sueros fueron almacenados 
en congelador. 

y especificidad de los ensayos inmunoenzimáticos en Para el modelo humano se inmunizaron 40 volunta- 
fase sólida, se buscó la posibilidad de captar anticuer- 

rios con la vacuna Ty2 1 a (ampliamente probada, co- 
pos contra proteínas antigénicas de Salmonella typhi, merzializada y licenciada en Colombia); previamente 
usando dos modelos: Experimental y Humano e inten- 

a la inmunización se les tomó una muestra de sangre 
tar probar si estos anticuerpos, pueden ser útiles como 

(sueros controles negativos); 20-30 días después de 
indicadores de la infección por este microorganismo 
(10, 11, 12). 

la última dosis se tomó una segunda muestra de sangre 
para el posterior desarrollo de la INMET. (17, 18, 19). 

MATERIALES Y METODOS 

Salmonella typhi: provino de una cepa madre del 
departamento de Microbiología, Unidad de Enterobac- 
terias del Instituto Nacional de Salud. 

Preparación del antígeno: la cepa de Salmonella 
typhi fue cultivada en agar nutritivo, recolectada y 
suspendida en una solución tampón pH 7.35; la masa 
celular fue obtenida por centrifugación a 6000 x g. 
durante 15 minutos y lavada por tres veces con el 
mismo buffer, las células bacterianas sedimentadas 
fueron suspendidas en alícuotas de 30 m1 hasta una 
concentración de 30 x 108 U.F.C/ml equivalente al 
tubo No. 10 del nefelómetro de Macfarland y lisadas 

Electroforesis en el gel de poliacrilamida: 
SDS-PAGE: la electroforesis en gel de poliacrilamida 
se llevó a cabo en un gel 12.8% (14 x 16 x 0.1 cm), 
en un buffer de electroforesis (0.025 M tris, 0.192 M 
Glicina, 0.1% SDS y agua, pH: 8.3 (20), el extracto 
antigénico fue suspendido en cinco mil de este buffer 
y luego solubilizado en un buffer tratamiento (0.0625 
M Tris-HC1 pH:6.8 que contenía: 2% plv SDS, 10% 
plv Glicerol, 1% v/v mercaptoetanol y 0.001% plv de 
azul de bromofenol); se incubaron las muestras a 90 
grados centígrados por 8- 10 min. (2 1, 22, 23). 

Después de un precorrido del gel (70 V - 50 mA - 
30 min), se aplicaron 35 microlitros del antígeno a 
cada pozo y se usaron los siguientes marcadores de 



MIGUEL GUZMAN U., CARMEN ALICIA N I f i 0 ,  LUZ MARLENY SIERRA 

bajo peso molecular; Fosforilasa B (94.000 KD), Al- 
búmina (67.000, Ovalbúmina (43.000), anhidrasa car- 
bónica (30.000), Inhibidor de tripsina (20.100), alfa 
lactalbúlmina (14.400 kd). 

Cuando las muestras entraron al gel separador, las 
condiciones electroforéticas se cambiaron a: 350 V, 
70 mA, hasta que el frente demarcado por azul de 
bromofenol llegó hasta un centímetro antes de finalizar 
el gel (aprox. 2 horas). 

Coloración: transcurrido el tiempo de electrofore- 
sis, una parte del gel se coloreó en una solución de 
azul de coomassie al 0.1% en 25% de metanol, al 
10% de ácido acético, 25% de metanol en agua desti- 
lada, hasta que se visualizaron las bandas bien defini- 
das del antígeno. La otra parte del gel se usó en la 
INMET. 

lnmunoelectrotransferencia (INMET): las pro- 
teínas separadas electroforéticamente, fueron transfe- 
ridas a MNC, para lo cual se construyó un sandwich 
que secuencialmente se compuso de: una esponja schot 
brite, papel de filtro Whatman No. 1 ,  el gel a transferir, 
MNC, un segundo papel de filtro y una segunda espon- 
ja; el sandwich así construido se cerró con bandas de 
caucho y se llevó a la cámara de transferencia. 

Se estandarizó una técnica rápida, a temperatura 
ambiente, durante 3 horas a 300 mA y 30 Voltios, 
con un buffer transferencia que contenía: 25 mM tris, 
192 mM glicina, 20% metanol y agua desmineralizada 
pH; 8.3. 

Luego de esto la membrana de nitrocelulosa (MNC) 
se cortó en tiras de 0.5 cm de ancho y una de ellas 
se coloreó con una solución de amidoblack 10 B al 
0.1% en 45% metanol 10% de ácido acético y agua 
destilada, durante 20-30 minutos; inmediatamente des- 
pués se decoloró con una solución que contenía 90% 
metanol, 2% de ácido acético y agua destilada vlv, 
hasta que se observaron las bandas transferidas (24, 
25). 

Inmunorreacción: las membranas a las cuales 
fueron transferidas las proteínas antigénicas, se incu- 
baron todo el día a 4°C. con el agente bloqueador 
PBS-twenn 20 (4 mM K2P0, 16 mM Na2HPO. 115 
inM Nacl O. 1% Tween 20 pH: 7.3). en continua agi- 
tación, luego se procedió a lavar tres veces, 15 min. 

cada lavado con el mismo buffer pero sin tween; pa- 
ralelamente se incubaron con la dilución 111000 los 
sueros. La dilución se hizo con PBS-tween (tween al 
0.05%) y la incubación se realizó toda la noche a 4°C 
en continua agitación. se repitieron los lavados y luego 
se siguió con la incubación y el conjugado correspon- 
diente (fosfatasa alkalina conjugada con anti IgG para 
el conejo; y fosfatasa alkalina conjugada con el anti 
IgG humano, para el modelo humano), ésto se dejo 
una hora a temperatura ambiente. Nuevamente tres 
lavados y finalmente uno de 10 segundos con agua 
destilada. 

La detección del complejo antígeno-anticuerpo se 
hizo disolviendo una cantidad apropiada de los reacti- 
vos de revelado (alfa naftil fosfato y fast-blue), en un 
buffer revelador Tris-HC1 0.05% y cloruro de magne- 
sio 0.01 M pH: 8.6 (26). 

RESULTADOS Y DlSCUSlON 

La Fig. 1 muestra la titulación de anticuerpos de 
los antisueros de referencia luego de la última inocu- 
lación, esta titulación se hizo por el método de doble 
inmunodifusión. En la sangría previa a la inmuniza- 
ción de los conejos se comprobó la ausencia de anti- 
cuerpos contra el antígeno protéico de Salmonella 
typhi. 

Una vez se estandarizó la electroforesis para el an- 
tígeno de Salmonella typhi, mediante la optimización 
de diferentes condiciones, se procedió a identificar el 
peso molecular de las principales bandas antigénicas, 
mediante la comparación con marcadores de peso mo- 
lecular conocidos; hallándose que las bandas más ní- 
tidas para el antígeno de Salmonella typhi, correspon- 
dieron aproximadamente a los siguientes pesos mole- 
culares: 61.000, 56.000, 46.000. 38.000 y 17.300 kd 
(como se muestra en la Fig. 2). 

Para determinar cual fue la banda específica, los 
antisueros de referencia (conejos inoculados con pro- 
teínas antigénicas de Salmonella typhi y algunos de 
los sueros de voluntarios inmunizados, fueron diluidos 
incialmente 1110, 11100 y 11500, pero aún a esta dilu- 
ción se observó mucha inespecificidad (muchas bandas 
e incluso manchas); por lo cual fue necesario seguir 
aumentando las diluciones progresivamente hasta 11 
1000, dilucicín a la que se visualizó solamente una 



MIGUEL GUZMAN U., CARMEN ALICIA NINO, LUZ MARLENY SIERRA 

l RESWESTA INMUNE DE LOS CWltXXe) I 

Figura 1. Respuesta inmune de los conejos luego de la Última inoculación con el extracto 
antigénico de Salmonella typhi. 

a b 

Figura 2. Peso rnolecular de las 
principales bandas en SDS- 
PAGE de Salmonella typhi. a-b: 
marcadores de alto y bajo peso 
molecular; la banda específica 
de aproximadamente 38.000 kd 
se localizó entre dos marcado- 
res de peso molecular la Ovalbú- 
mina de 43.000 kd. A la derecha 
se observan las principales ban- 
das de Salmonella typhi. 
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banda en los sueros de los pacientes inmunizados, la 
misma, que además de otras, se visualizó también en 
los sueros de los conejos. 

Por consiguiente se asumió, que la banda común 
al modelo experimental y humano es una banda espe- 
cífica, por considerarse que las otras bandas visualiza- 
das únicamente en el modelo experimental, pudieron 
aparecer en respuesta a la heterogeneidad proteíca del 
antígeno inoculado. 

Esta banda correspondió a un peso molecular apro- 
ximado de 38.000 kd, en la SDS-PAGE. 

Una vez establecida la dilución 111000 como la 
óptima se procedió a desarrollar la inmunoelectrotrans- 
ferencia para la totalidad de los sueros de voluntarios 
antes y después de la inmunización. asumiendo que 
los sueros de los pacientes antes de ser imunizados 
servirían como controles negativos para desarrollar el 
modelo humano y los de los conejos antes de la ino- 
culación del antígeno para el modelo experimental. 

Después de la reacción inmunoenzimática, se visua- 
lizó la banda específica que correspondió a un peso 
molecular de 38.000 kd, en el 100% de los pacientes 
inmunizados con la vacuna Ty2la. Esto nos permitió 
correlacionar la eficacia de la vacuna con el nivel de 
anticuerpos producidos después de la imunización 
(respuesta de tipo humoral) la cual no había podido 
ser demostrada mediante otras pruebas serológicas. 

Sin embargo, se encontró, que en 13 (32.5%) de 
los 40 voluntarios antes de la inmunización se visualizó 
una banda que, aunque muy tenue, representó un com- 
plejo antígeno-anticuerpo, siendo imposible dilucidar 
si estos anticuerpos fueron debidos a una infección 
antígua por Salmonella typhique hubiera pasado como 
un episodio inadvertido de la enfermedad, si se presen- 
taron porque el paciente hubiera sido vacunado ante- 
riormente, o si correspondían a un caso de portador 
sano. Ver Fig. 3. 

Fue necesario entonces, probar nuevos controles 
negativos, por lo cual se utilizó el suero de neonatos 

a, antes y después 
kd que se visualizb 
los mismos pacien- 
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de 1-5 días, que se suponía no habían tenido contacto 
con el microorganismo. 

Luego de la reacción inmunoenzimática con estos 
sueros no se visualizó ningún tipo de banda. Ver fig. 4. 

Para descartar la posibilidad de que estos anticuer- 
pos se hubieran presentado en respuesta a una reacción 
cruzada contra otro tipo de enterobacterias, se realizó 
el mismo esquema de INMET con lisados de Escheri- 
chia coli, (antígeno preparado bajo las mismas condi- 
ciones que el de Salrnonella typhi,) por ser la bacteria 
representativa por antonomasia de la flora entérica 
normal. Luego de la reacción inmunoenzimática no 
se observó la banda característica. Ver Fig. 5. 

Por todo esto se confirma que la prueba detecta 
anticuerpos contra componentes proteínicos de Salmo- 
nella typhi, puesto que en los antisueros de referencia 

y en los sueros de los 40 voluntarios inmunizados, 
siempre se visualizó la banda característica (38.000 
kd). También se comprueba porque los controles ne- 
gativos funcionarion correctamente. 

A pesar de que los resultados obtenidos fueron sa- 
tisfactorios, y porque no se presentó reacción cruzada 
con Escherichia col;, se sugiere ampliar el trabajo 
estudiando otras salmonellas, específicamente algunos 
serotipos de Salrnonella enteritidis. 

Un estudio concluyente para hallar la sensibilidad 
y especificidad de la técnica podría ser la autoradiogra- 
fía, en la cual las proteínas inmonvilizadas, pueden 
ser luego, visualizadas por radiografía -in situ- adicio- 
nando el anticuerpo específico y la subsecuente uníon, 
de la proteína A del Staphylococcus marcada con ra- 
dioisótopos, detectaría el complejo inmune (27,28). 

Figura 4. Revelado de la inmu- 
noelectrotransferencia antes y 
después de la inmunización con 

3: pacientesvacu- 
resentan la banda 
de 38.000 kd la 

ol negativo. 9: control 
el modelo humano, 

paciente inmunizado. 10: con- 
trol negativo del modelo huma- 
no, neonato de 5 días. 
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antigénicas de Salmonella typhi. La flecha indica la banda característica. 8: antígeno transferido: 
coli, en reacción con antisuero de conejo inmunizado con proteínas antigénicas de Salmonella t 

en reacción con sueros de voluntarios después de la inmunización. Tampoco hubo reacción. 

SUMMARY A sonicate protein mixture from Salmonella typhi 
was separated into fractions by polyacrylaminde-SDS 

Since its development, inmunoblotting has been wi- electro~horesis; after transfer t i  nitrocellulose mem- 
branes, bands were immuno-stained with sera from 

dely used as a tool in molecular biology studies as rabbits immunized with the sonicate mixture, or with 
well as in the diagnosis of infectious diseases. 

sera from volunteers before and after immunization 
with the vaccine strain Ty2la. The immuno-staihing 

Traditionally the demostration of antibodies against was perfomed with enzymatic reactions, using either 
t ~ ~ h i  has focussed in those against PO'Y- rntiWrabbit IgG conjugted with alkaline phosphatase, or 

saccharide components specially related to somatic rnti-human I ~ G  conjugated with alkaline phosphatase. 
antigen " O .  Very few works, if any, have been done 
to investigate antibodies against other antigens S U C ~  A 38 kd band was consistently seen with sera from 
as ~ ro to~ lasmic  ~roteins.  The PaPer ~resented hereby immunized rabbits and with sera from the vaccinated 
intends to demonstrate the presence of such antibodies volunteers. No such a band was Seen in the controls. 
in experimentally immunized rabbits as well as in No cross reactions were observed, suggesting that im- 
volunteers vaccinated with oral anti-typhoid fever vac- munobloting could be a usefull technnique for detec- 
cine (Ty2la strain). tion of antibodies against Salmonella typhi. 
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