Nuevo método de captura de Salmonella: la filtracién inmunomagnética

New method for the capture of Salmonella: Inmunomagnetic filtering
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INTRODUCCION

Los métodos de anélisis utilizados en la
validacion microbiolégica integral de un
producto alimentario o en la elaboracion
de las normas de higiene en muestras tipo,
deben poseer al menos cinco atributos:
facilidad, rapidez, reproducibilidad, garan-
tia intrinseca de ausencia de errores y
automatizacion o cierto grado de mecani-
zacion.

La mayoria de las técnicas microbiol6-
gicas, sobre todo aquellas que se utilizan
en la investigacion de patdgenos, propotr-
cionan los resultados cuando el alimento
ya ha sido procesado incluso cuando éste
ha sido consumido. La rapidez en la
obtencién de resultados debe considerar-
se en el contexto de los modernos siste-
mas de aseguramiento de la calidad.
Actualmente, se utilizan en Microbiologia
técnicas extremadamente rapidas y sensi-
bles como la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR). La aplicacién de esta técni-
ca permite detectar una sola particula
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infecciosa en tan sé6lo unas horas. No obs-
tante, posee ciertas limitaciones cuando
se utiliza en el analisis de agua de bebida
o en Microbiologia Ambiental. La PCR se
utiliza con éxito en muestras clinicas, las
cuales, raramente necesitan un tratamien-
to previo para incrementar la concentra-
cién bacteriana, porque la presencia de
patégenos en estas muestras es, normal-
mente, muy alta e incluso, a veces, se
encuentran en cultivo puro. Por el contra-
rio, los patégenos presentes en muestras
ambientales, son una parte muy pequeia
del total de microorganismos, siendo pre-
ciso utilizar, en este caso, técnicas de con-
centracién bacteriana.

Existen varias técnicas de concentra-
cion disponibles y que estan perfectamen-
te estandarizadas. En el presente trabajo
hemos utilizado conjuntamente la técnica
de filtracién por membrana y otra, de
reciente aparicion, denominada “separa-
ci6én inmunomagnética”. Esta altima se uti-
liza para separar una especie bacteriana
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de una mezcla de microorganismos en sus-
pension, utilizando para ello particulas
inmunomagnéticas sensibilizadas con anti-
cuerpos especificos'.

La filtracién por membrana es una de
las técnicas que mas se utiliza en la con-
centracién de bacterias de muestras de
agua. Esta técnica es rapida, facil y repro-
ducible, aunque presenta algunas desven-
tajas como la falta de selectividad y es ina-
propiada en la filtracion de grandes
volimenes o de muestras con elevada
materia organica en suspension.

En la separacién inmunomagnética se
utilizan dos tipos de particulas de polime-
ros superparamagnéticos. En primer lugar,
las particulas (microperlitas) comerciali-
zadas bajo el nombre de Dynabeads M-280
0 M-450 (Dynal A/S, Oslo, Norway) de 2,8 y
4,5 m de didmetro que llevan anticuerpos
especificos adsorbidos a su superficie '. En
segundo lugar, las particulas denominadas
ferrofluidos que son suspensiones de par-
ticulas coloidales de 50-60 nm y estan tam-
bién sensibilizadas con anticuerpos espe-
cificos’. Estas ualtimas presentan alguna
ventaja sobre las particulas Dynabeads,
como son la posibilidad de esterilizacion
por filtracion y que, al ser particulas de
menor tamano, la superficie cubierta de
anticuerpos es mayor y por tanto son mas
reactivas.

La reaccién de las particulas con los
microorganismos se produce cuando éstas
son mezcladas con una suspension bacte-
riana. Las bacterias se adhieren a los anti-
cuerpos especificos de la superficie de las
particulas por una reaccién antigeno-anti-
cuerpo. Posteriormente, las particulas son
extraidas del medio liquido mediante la
aplicacion de un campo magnético. Las
bacterias adheridas a las mismas son
arrastradas en este proceso.

La aplicacion bacterioldgica de esta
técnica se ha centrado en microbiologia de
los alimentos. Betts y col’ recogen una
amplia relacién de patdgenos aislados de
alimentos mediante la captura inmuno-
magnética. Varios estudios han demostra-
do su potencial para recuperar Salmonella
spp. y E. coli 0157 directamente a partir de
caldos de preenriquecimiento, eliminando
la necesidad de utilizar enriquecimientos
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selectivos, con la consiguiente reduccion de
24 h del tiempo utilizado en el analisis'*’. En
el campo de la Microbiologia Ambiental,
Morgan y col® han utilizado esta técnica
para recuperar Pseudomonas putida a par-
tir de muestras de agua dulce. Actualmen-
te las particulas de Dynabeads para la
captura Salmonella spp. y de E. coli 0157
se encuentran en fase de comercializa-
cion.

En este trabajo se ha combinado la téc-
nica de la filtracién por membrana y la téc-
nica inmunomagnética con objeto de obte-
ner un procedimiento diagnéstico que
permita la captura de Salmonella de forma
especifica y directa a partir de cualquier
volumen de muestra. Con esta objeto se
han seleccionado diferentes tipos de fil-
tros para ser utilizados como soporte de
particulas Dynabeads. La eleccién del fil-
tro se efectuard en funcién de su mayor
capacidad de retencion de particulas
Dynabeads y de su menor capacidad de
retencion de bacterias. En este procedi-
miento se filtrard un volumen de suspen-
sion de Salmonelia a través de un filtro pre-
viamente recubierto de particulas
Dynabeads (Fig. 1). El paso lento de la sus-
pensién a través de esta capa de particulas
Dynabeads permitird la captura selectiva
de Salmonella en el proceso de filtracién. A
este procedimiento hemos denominado
Inmunofiltracién.

MATERIAL Y METODOS

Particulas Dynabeads

Se han utilizado microperlitas M-280 de
2,8 mm de didmetro con anticuerpos anti-
Salmonella adheridos a su superficie
(Dynal AS, Oslo, Norway).

Cepas bacterianas

Se utiliz6 la cepa avirulenta de referen-
cia Salmonella panama 5 (ALMA41;
RIVM/SVM) suministrada en capsulas de
baja densidad [n® de particula formadoras
de colonias (Nufc) / capsula = 5,7+0,67.

Captura de Salmonella de una muestra
mediante el procedimiento convencio-
nal con particulas Dynabeads anti-Sal-
monella (Dynal AS, Oslo, Norway)
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Figura 1.

El protocolo recomendado para la
separacion o captura de Salmonella a par-
tir de una suspension fue el siguiente:

- Preenriquecimiento: La muestra a
examinar se diluy6 (1:10) en agua de pep-
tona tamponada (ADSA Micro) y se incub6
a 37 °C durante 18-24 h.

- Incubacién con Dynabeads: Se anadio
1 ml de la muestra preenriquecida sobre 20
pl de Dynabeads anti-Salmonella deposita-
dos en un tubo Eppendorf. Se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos
con agitacién continua (agitador orbital
“Heidolf” tipo DSG 304).

- Extraccion de las Dynabeads: Se colo-
c6 el tubo en el soporte MPC-M (Dynal AS,
Oslo, Norway). A continuacion se coloco la
placa magnética del soporte MPC-M duran-
te 3 minutos y posteriormente se aspir
cuidadosamente todo el liquido del tubo
con una pipeta Pasteur estéril. A continua-
cién se quito la placa magnética del sopor-
te MPC-M y se resuspendieron las particu-
las recogidas con 1 ml de tampdén salino
que contenia 0,05 % de TWEEN 20 (pH 7,4)
vy posteriormente se invirtié tres veces con
objeto de capturar las microperlitas adhe-
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Particulas Dynabeads sobre filtro SVLP.

ridas bajo la tapa del tubo. Tras repetir el
proceso (punto 3) se resuspendieron las
microperlitas en 50 ml de PBS.

— Inoculaciéon en medios selectivos: La
suspension final de microperlitas se inocu-
16 en medios selectivos (XLD, medio semi-
solido de Rappaport Vassiliadis), incuban-
dose a 37 °C durante 24 h.

Eleccion del filtro soporte para parti-
culas Dynabeads

La eleccién del filtro se efectud en fun-
cién de su mayor capacidad de retencion
de particulas Dynabeads y de su menor
capacidad de retencién de bacterias.

- La medida de la capacidad de reten-
cion de células de Salmonella por los dife-
rentes filtros Millipore ensayados se efec-
tud de la siguiente manera: Partiendo de
una suspension de Salmonella (100 ml)
con una absorbancia equivalente a la
estandar n? 2 de MacFarland, se efectud un
recuento en placas de PCA, segtn las téc-
nicas tradicionales, se filtrd la suspension
a través de diferentes tipos de filtros, a una
presién de 100 mb. A continuacion, se efec-
tud el recuento de los distintos filtrados
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(en placas de PCA). A partir de estos
recuentos se calculd el porcentaje de
retencién de cada filtro aplicando la
siguiente férmula:

— La medida de la capacidad de reten-
ci6én de Dynabeads por los filtros Millipore
se efectud indirectamente mediante la
medida de la reflexién de la luz en su
superficie. Se utilizé6 un reflectébmetro
marca TVM 200 de la casa comercial MCV
S. A. Los datos de los indices de reflexion
se transformaron en indices de coloracién,
que hemos definido como la diferencia
entre el indice de reflexién del filtro blanco
y la de los filtros problema.

Asi, la capacidad de retencion de
microperlitas por los filtros se determino
indirectamente mediante la medida del
indice de coloracién de la superficie de los
mismos. Los datos de las lecturas y de los
volimenes de Dynabeads anti-Salmonella
se introdujeron en una hoja de céalculo
(Excel 4.0, Microsoft) y se obtuvo la grafica
correspondiente,

Captura de Salmonella mediante el pro-
cedimiento de Inmunofiltraciéon

El procedimiento de Inmunofiltracién
se ha ensayado en aquellos filtros que ofre-
cieron una minima retencién de bacterias
y por el contrario presentaron una maxima
capacidad de retencién de particulas
Dynabeads.

La eleccién del volumen de particulas
a depositar en la superficie del filtro se
efectud tras el examen de las electrono-
grafias de la superficie de distintos tipos
de filtros tras filtrar a través de ellos vola-
menes conocidos de una suspension de
Dynabeads.

Tras recubrir la superficie de un prefil-
tro (Millipore) con una pelicula de micro-
perlitas sensibilizadas con anticuerpos
anti-Salmonella (Dynabeads), se colocd
dicho prefiltro en un equipo de filtracion
(soporte y embudo) (Afora). Se filtraron
100 ml de una de suspensién bacteriana
conocida y a una presién de vacio de 100
mb. Se efectuaron controles negativos uti-
lizando filtros con perlitas anti-E. coli
0157 H7.
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Mientras la muestra pasa por los fil-
tros, las células de Salmonelia son captu-
radas por los anticuerpos anti-Salmonella
de las microperlitas. Posteriormente, se
procedi6 a inocular esta suspensiéon en
medios selectivos (XLD, medio semisélido
de Rappaport Vassiliadis) incubandose a
37 °C durante 24 h.

Electronografias

La disposicién de las microperlitas en
la superficie filtrante y la determinacion
del niimero de microperlitas capaz de satu-
rar completamente la superficie los filtros
utilizados en la Inmunofiltracion, se realiz6
mediante electronografias. Se empled un
microscopio electréonico de barrido (Zeiss
DSM-940 A). Previamente a la observacion
de la muestra fue necesaria su fijacién fisi-
co-quimica. Para ello, los filtros se trataron
con etanol (96 %) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Una vez deseca-
dos, se deshidrataron completamente
mediante liofilizacion (Liofilizador Virtis).
Finalmente, las muestras fueron sombrea-
das con tetréxido de osmio (Sombreador
LEYBOLD-Heraeus PDW-170).

RESULTADOS

Retencién de Salmonella y Dynabeads
por diferentes tipos de filtros

En la tabla 1 se expresan los porcenta-
jes de retencién obtenidos tras filtrar entre
1x10°y 4 x 10? ufc de S. panama/100 ml de
PBS a través de los tipos de filtro indica-
dos. Se efectuaron recuentos antes y des-
pués de la filtracion y se calculd posterior-
mente el porcentaje de retencién
bacteriana. En dicha tabla se observa que
los filtros AN 50, AN 1H y SVLP, mostraron
una menor capacidad de retencién.

La retencion de Dynabeads por diferen-
tes tipos de filtros (Tabla 1) se determiné
tras filtrar 100 ml de PBS que contenian 70
I de suspension de microparticulas a una
presion de 100 mb. Se incluyé como con-
trol el resultado de la filtracién de 100 ml
de PBS estéril. Tras el calculo de los indi-
ces de coloracion se determiné el porcen-
taje de particulas retenidas en cada tipo de
filtro. Los resultados obtenidos se expre-
san en la tabla 1. Se obtuvieron porcenta-
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Tabla 1. Retencion de Salmonella y Dynabeads
por diferentes tipos de filtros.

Tipo de filtro Retencién de Retenci6n de

*) Dynabeads Salmonella
%) (%)
AP 10 6,5 84,4
AP15 71,8 89
AP20 100 83,2
AP 25 100 87,2
AN 50 (5) 22,6 6,6
AN1H (10) 254 0,3
SSWP (3) 100 99,6
SMWP (5) 100 72,5
SCWP (8) 100 82,3
SVLP (5) 97,6 27,2
HVLP (0,45) 100 100
LCWP (10) ND NC
LSWP (5) ND NC
FSLW (3) ND NC

(*) Se incluye entre paréntesis el tamafio de poro en mm
NC= No se detecta ningtn tipo de crecimiento bacteriano
ND= No determinado

jes de retencion mayores del 97% en los fil-
tros SSWP, SMWP, SCWP, SVLP, AP 20, AP
25y HVLP.

Retenciéon de Salmonella por filtros
recubiertos de Dynabeads anti-Salmo-
nella

Tras seleccionar el filtro SVLP (Fig. 2),
se recubrieron cinco filtros con 280 | de
suspension de Dynabeads anti-Salmonella
y cinco filtros con 280 | de Dynabeads
anti-E. coli. Tras el proceso de filtracién
(10 ml de una suspensién conteniendo
2.430 ufc/ml de Salmonella) se han efec-
tuado recuentos de los filtrados y se han
calculado las medias a partir de los
recuentos obtenidos. Los controles utili-
zados han sido filtros SVLP sin particulas
Dynabeads en superficie. Asf, mientras
que los filtros sin particulas retuvieron un
27,2% de las células de Salmonella, los fil-
tros recubiertos de particulas anti-Salmo-
nella retuvieron un 86,3%, mientras que
los filtros recubiertos de particulas anti-£.
coli retuvieron un 41,4%. En resumen, la

Figura 2. Captura de Salmonella mediante el sistema de Inmunofiltracion.
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retencion especifica de Salmonella debi-
da a reaccion antigeno-anticuerpo fue del
449 %. La retencién no especifica de Sal-
monella debida a la presencia de particu-
las fue del 14,2 % y la debida exclusiva-
mente al propio filtro fue del 27,2 %.

En la figura 2 se observan las células de
Salmonella capturadas por la superficie de
particulas de Dynabeads sobre un filtro
SVLP.

DISCUSION

La técnica inmunomagnética conven-
cional aplicada segiin el protocolo de
Dynal S.A. permite la recuperacion de Sal-
monella tras un preenriqueciento, incluso
de las células que se encuentren en una
fase no viable, que con métodos habituales
de resiembra no seria posible recuperar’.
Esta técnica se aplica en la actualidad a
bacterias como Salmonelia, Listeria, Vibrio,
E. coli 0157 H7 e incluso a virus como ente-
rovirus, citomegalovirus, HIV-1 y virus de
la necrosis pancreatica infecciosa™*"'. Pero
en todos los casos, el diagnéstico lo efec-
tuaron a partir de volimenes de muestra
de 1 ml. Por el contrario, la técnica pro-
puesta por nosotros, que hemos denomi-
nado de Inmunofiltracién, no requiere pre-
enriquecimiento y se pueden utilizar
volimenes mayores de 1 ml. Esta técnica
requiere preparar una superficie filtrante
que soporte las microperlitas sensibiliza-
das con anticuerpos anti-Salmonella. Un
filtro soporte ideal es aquél que retiene las
particulas Dynabeads y a la vez permite el
paso libre de bacterias. En nuestro caso,
teniendo en cuenta la diferencia de tamano
entre las microperlitas (2,8 mm) y las célu-
las de Salmonella (0,7 x 2 mm), la capaci-
dad de eleccién de filtros soporte es limi-
tada. El filtro seleccionado fue del tipo
SVLP que posee un tamaiio de poro de 5
mm. Este filtro retuvo el 97,6% de particu-
las Dynabeads y el 27,2% de bacterias.
Cuando el filtro se recubrié con una capa
de particulas Dynabeads anti-Salmonella,
se produjo una retencién de Salmonella
del 41,4%, debida a la adsorcion fisica de
bacterias a la superficie filtrante y una
retencion del 44,9%, debida a interaccio-
nes especificas (antigeno-anticuerpo).
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Los métodos inmunomagnéticos, en
general, pueden tener una gran importan-
cia en el diagnoéstico microbiolégico en ali-
mentos y medio ambiente. El procedimien-
to de Inmunofiltracién, en particular,
puede tener mayor interés cuando se
desea capturar microorganismos de voli-
menes mayores de 1 ml y sobre todo en la
captura de particulas de menor tamano
que las bacterias como son los virus o otro
tipo de particulas, en cuyo caso desapare-
cerfan las limitaciones que encontramos
en el procedimiento al aplicarlo a la captu-
ra de bacterias. En todo caso, los dos pro-
cedimientos podran aplicarse siempre que
se disponga del correspondiente anticuer-
po especifico frente al microorganismo a
investigar.
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