Revista Cubana de Higiene y Epidemiologia. 2013;51 (1):84-96

ARTICULO DE REVISION

Métodos inmunoldgicos utilizados en la identificacion
rapida de bacterias y protozoarios en aguas

Immunological methods for the quick identification of bacteria
and protozoa in water

MSc. Hermes Fundora Hernandez,' MSc. Yamila Puig Pefia,'' MSc. Sergio
Chiroles Rubalcaba,' MSc. Andrea Maria Rodriguez Bertheau,' MSc. Juan
Gallardo Diaz,'""" MSc. Yoslaine Milian Samper'

" Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia. La Habana, Cuba.
"' Instituto Nacional de Nutricién e Higiene de los Alimentos. La Habana, Cuba.
""Universidad de Ciencias Médicas de La Habana. La Habana, Cuba.

RESUMEN

Entre las enfermedades relacionadas con el agua segln su uso se encuentran las
causadas por sustancias quimicas y por agentes biolégicos. Dentro de estas
ultimas, las ocasionadas por bacterias y protozoarios patégenos incrementan cada
dia la lista de enfermedades emergentes y reemergentes. Los métodos de ensayo
para la determinacién de microorganismos patégenos en el agua no han variado
mucho en los ultimos afios, principalmente para los indicadores bacterianos de
contaminacion fecal, y por lo general se realizan por métodos convencionales. Sin
embargo, existen situaciones, sobre todo en la aparicién de brotes de
enfermedades, en las que se hace necesario detectar el microorganismo patégeno
en agua como posible agente causal, por lo que se ha recomendado el uso de
meétodos rapidos y confiables. Dentro de estos se encuentran los inmunoensayos,
de los cuales los métodos por precipitacion y aglutinacién, los
enzimoinmunoensayos, las técnicas de inmunofluorescencia directa e indirecta y la
citometria de flujo son muy utiles en la deteccion de microorganismos en agua.
Mencidon aparte merece la separacion inmunomagnética o inmunocaptura como
paso previo a otras técnicas avanzadas. Nos proponemos con este trabajo exponer
las ventajas y desventajas de estos métodos, los principios en los cuales se basan y
ejemplificar algunos de los mas utilizados en microbiologia de aguas, asi como
recalcar su importancia.

Palabras clave: inmunoensayos, bacterias, protozoarios, agua, microbiologia de
aguas, identificaciéon rapida.
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ABSTRACT

Diseases related to the use of water may be caused by chemical substances or
biological agents. Among the latter, a prominent role is played by pathogenic
bacteria and protozoa, which constantly add to the list of emerging and re-
emerging diseases. Assay methods to identify pathogenic microorganisms in water
have not changed much in recent years, particularly with respect to bacterial
indicators of fecal contamination, and tests are usually conducted by conventional
methods. However, in certain situations, especially when a disease outbreak occurs,
it is necessary to determine what pathogenic microorganism is the possible causal
agent, and quick, reliable methods have been recommended to achieve this aim.
These include immunoassays, among which precipitation and agglutination
methods, enzyme immunoassays, direct and indirect immunofluorescence
techniques and flow cytometry have proven very useful to detect microorganisms in
water. Special mention should be made of immunomagnetic separation or
immunocapture as a step preceding other advanced techniques. The present paper
is aimed at presenting the advantages and disadvantages of these methods, as well
as the principles on which they are based. Examples are provided of the methods
most commonly used in water microbiology, highlighting their importance.

Key words: immunoassays, bacteria, protozoa, water, water microbiology, quick
identification.

INTRODUCCION

Entre las enfermedades relacionadas con el agua segln su uso se encuentran las
causadas por sustancias quimicas y por agentes bioldgicos. Dentro de estas ultimas
se hallan las causadas por bacterias y protozoarios patégenos, las cuales cada dia
incrementan la lista de enfermedades emergentes y reemergentes.’ Entre los
principales microorganismos patdégenos asociados a enfermedades de transmision
hidrica por ingestidon o contacto con el agua existe un importante grupo de
protozoarios y bacterias. Havelaar y otros destacan: Giardia duodenalis,
Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Entamoeba histolytica,
Toxoplasma gondii, Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri y Amebas de vida libre.
El mismo grupo de trabajo destaca entre las bacterias a Vibrio cholerae, Salmonella
spp-, Salmonella typhi, Shigella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli
enterohemorragica, Yersinia spp., Francisella tularensis, Helicobacter pylori,
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas spp., micobacterias no tuberculosas,
Burkholderia pseudomallei, Legionella pneumophila y Leptospira spp.?

Los métodos de ensayo para la determinacion de microorganismos patégenos en el
agua no han variado mucho en los ultimos afios segun Havelaar y otros,
principalmente para los indicadores bacterianos de contaminacién fecal,? y por lo
general se realizan por métodos convencionales.*?>

Sin embargo, existen situaciones, sobre todo en la aparicidon de brotes de
enfermedades, en las que se hace necesario detectar el microorganismo patégeno
en agua como posible agente causal, por lo que se ha recomendado el uso de
métodos mas rapidos y confiables*
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Los métodos automatizados en microbiologia de aguas requieren un tiempo
reducido para la obtencién de los resultados en comparacion con los métodos
convencionales; son faciles de usar, precisos y econémicamente rentables.® Dichos
meétodos constituyen un area dinamica en la microbiologia aplicada que estudia el
desarrollo de procederes de aislamiento, caracterizacién y enumeracion de
microorganismos y sus productos en muestras clinicas, de alimentos, industriales y
ambientales.’

Las pruebas microbiolégicas rapidas actualmente desarrolladas ofrecen deteccion,
identificaciéon o enumeracion de microorganismos en tiempos mas cortos y llevando
a efecto metodologias mucho mas sencillas, comparadas con las tradicionalmente
utilizadas. Con este tipo de tecnologia es posible optimizar los recursos disponibles,
pues se requiere de mucho menos material de laboratorio y menos nimero de
personal técnico, lo que trae como resultado una mayor productividad.®

Las pruebas rapidas que se han desarrollado se han basado en métodos
bioquimicos y enzimaticos, reduccion de colorantes, reconocimiento de acido
nucleico, inmunoensayos, filtracion por membrana e impedancia.® El objetivo de
este trabajo es exponer las ventajas y desventajas de los inmunoensayos utilizados
con estos fines, los principios en los cuales se basan y ejemplificar algunos de los
mas utilizados en microbiologia sanitaria.

VENTAJAS DE LOS METODOS RAPIDOS

Dentro de las ventajas de este tipo de método se encuentran la posibilidad de
liberar lotes rapidamente, ahorro del costo financiero, importante disminucion del
trabajo manual, racionalizaciéon del recurso humano, utilizacién de equipos
semiautomaticos o automaticos, facilidad en la ejecucion de los ensayos, analisis de
cantidades importantes de muestras, gran contribucion en momentos de crisis,
menor uso de espacios en los depdsitos o almacenes, facil eliminacion de residuos
biolégicos, aumento en la velocidad de los analisis y en la entrega de los
resultados, se dispone de paquetes sensibles, precisos y con buen limite de
deteccion, y optimizacién de recursos por miniaturizaciéon.'® ademas, poseen mayor
sensibilidad y especificidad y facilitan la determinacion de factores de virulencia,
segun experiencias de nuestro grupo de trabajo.

DESVENTAJAS DE LOS METODOS RAPIDOS

Dentro de las desventajas de estos métodos se puede mencionar que adn son
utilizados para confirmar los resultados positivos de microorganismos patdégenos, la
necesidad de enriquecer el analito que se busca antes de detectarlo, no siempre se
trata de métodos flexibles, la falta de disponibilidad regular de los paquetes en el
mercado y que algunos de estos métodos también detectan los microorganismos
muertos.'® A través de estos métodos no se obtienen aislamientos para estudios
posteriores. En ocasiones estos no son los que se encuentran recogidos en las
normas internacionales. Las concentraciones de antigenos en las muestras no
siempre son detectables. Se trata por lo general de métodos cualitativos, por lo que
no es posible correlacionar el resultado con la intensidad de la contaminacién. En el
caso de las técnicas de fluorescencia hay sustratos del medio ambiente que pueden
emitir fluorescencia, seglin experiencias de nuestro grupo de trabajo. En estos
casos es preciso definir la morfologia del microorganismo, lo cual depende de la
experiencia del operador.
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METODOS DE INMUNOENSAYOS

Los inmunoensayos se definen como aquellas técnicas cuyo principio se basa en la
interaccion antigeno (Ag) anticuerpo (Ac). La unidon Ag-Ac es un proceso reversible
en el que estan involucradas interacciones no covalentes.'**? Dentro de los
inmunoensayos de importancia en la deteccidn de microorganismos en aguas se
encuentran los métodos de interaccion secundaria: precipitacion y aglutinacion; y
los métodos de interaccidon primaria: los enzimoinmunoensayos, las técnicas de

inmunofluorescencia directa e indirecta y la citometria de flujo.” Si bien la

interaccidon primaria Ag-Ac no siempre es visible, existen distintos métodos que
hacen posible visualizarla***? La estrategia consiste en marcar el Ac o el Ag
mediante la unién covalente (conjugacion) de determinadas moléculas, tales como
fluorocromos, is6topos radiactivos y enzimas, o sencillamente particulas inertes
como el latex, para poder hacer visible esa primera interaccion. Dependiendo del
marcador que se emplee, la técnica inmunolégica recibe un determinado nombre y
utiliza un sistema de deteccioén diferente. Estas técnicas son muy sensibles, por lo

que son capaces de detectar bajas concentraciones de antigenos o anticuerpos.

11,12

Existen inmunoensayos de uso mas rutinario como son: precipitacion, los métodos
de aglutinacion y los métodos de latex. Por otra parte, se encuentran técnicas mas
sensibles, especificas y con posibilidad de automatizacion y uso de equipos:
inmunoensayos ligados a enzimas (ELISA), inmunofluorescencia y citometria de
flujo.** En la tabla se pueden apreciar algunas caracteristicas de los inmunoensayos
mas frecuentemente utilizados en los estudios microbiolégicos.

Método

Principio
inmunolégico

Uso de
equipos para
detectar la
sefial

Ejemplos de
su utilidad
en
microbiologia
de aguas

Interaccion
primaria o
secundaria

Tabla: Inmunoensayos utilizados con frecuencia en microbiologia de aguas

Precipitacion

Reaccion
Ag-Ac

No

No

Interaccion
secundaria

Aglutinacion

Reaccion
Ag-Ac
No

Salmonella
spp.
Vibrio
cholerae

E. coli

Interaccion
secundaria

ELISA

Reaccion
Ag-Ac

Espectrofotometro

(lector de placas
de ELISA)

Salmonella spp
Escherichia coli

enterotoxinas
estafilocdccicas

Listeria
monocytogenes
Campylobacter
cianotoxinas

verotoxinas

Interaccion
primaria

Inmunofluorescencia

Reaccion
Ag-Ac

Microscopio de
fluorescencia

Legionella
pneumophila

Vibrio cholerae
Leptospira spp.

Cryptosporidium
parvum

Giardia lamblia

Interaccion

primaria

Citometria de
flujo
Reaccion
Ag-Ac

Citometro de
flujo

Helicobacter
pylori
Cryptosporidium
parvum

Interaccion
primaria

Fuente: Laboratorio de Inmunologia-Bioquimica Aplicadas, del Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia.

Los ELISA utilizan como marcador una enzima y el espectrofotbmetro como sistema
de deteccién devenido lector de microplacas.*® Por su parte, las técnicas de
inmunofluorescencia utilizan como marcador un fluorocromo y necesitan como
sistema de deteccion el microscopio de fluorescencia.*® La citometria de flujo es una
técnica de analisis celular que implica medir las caracteristicas de dispersion de luz
y fluorescencia que poseen las células conforme se les hace pasar a través de un

http://scielo.sld.cu

87



Revista Cubana de Higiene y Epidemiologia. 2013;51 (1):84-96

rayo de luz. Para su analisis, las células deben encontrarse individualmente en
suspensién en un fluido. Al atravesar el rayo de luz, las células interaccionan con
este y causan dispersion de la luz. Basandose en la difraccion de la luz en sentido
frontal, se puede evaluar el tamafo de las células que pasan y al medir la reflexion
de la luz de manera lateral se evallua la granularidad o complejidad de estas.

Ademas de la dispersion de la luz, si previamente a su analisis se colocan las
células en presencia de anticuerpos monoclonales marcados con moléculas
fluorescentes, se pueden evaluar cuales células poseen los antigenos
complementarios a los anticuerpos monoclonales usados. Se usa como sistema de
deteccion el citbmetro de flujo. El uso de moléculas fluorescentes diferentes con
distintos colores permite analizar la presencia de varios marcadores de manera
simultanea.'®

Los métodos inmunoldgicos son ampliamente utilizados en la deteccidon de
patégenos en areas clinicas, agricolas y ambientales. Segun experiencias de
nuestro grupo de trabajo, un diagndstico inequivoco depende de la afinidad y
especificidad del Ac utilizado, lo que permite realizar la deteccidon de bajas
concentraciones de un patégeno.

METODO POR PRECIPITACION

Al mezclar cantidades suficientes de un antigeno soluble con anticuerpos
especificos, la interaccion Ag-Ac puede dar lugar a una red capaz de ser visualizada
como un precipitado. Esta estara constituida por grandes complejos inmunes
formados por la interaccién Ag-Ac. Cuando se agregan concentraciones crecientes
de antigeno soluble a una cantidad fija de suero que contiene anticuerpos
especificos, a medida que la cantidad de antigeno agregado aumenta, la cantidad
de precipitado se incrementa hasta alcanzar un maximo, luego del cual declina.*®

En un extremo de la curva de precipitacion, cuando se agregan pequefas
cantidades de antigeno, los complejos inmunes se forman en exceso de Ac. En el
otro extremo, al agregar grandes cantidades de Ag, los complejos inmunes se
forman en exceso de Ag, son pequefios y probablemente estan constituidos por una
molécula de Ac y dos de Ag. Entre estas dos situaciones extremas se encuentra la
zona de equivalencia, en donde la relacion Ag-Ac permite la formacién de grandes
redes de complejos inmunes que precipitan.®

Estos métodos pueden ser desarrollados en medios liquidos o en geles y han
demostrado una notable eficacia para individualizar y purificar los antigenos
dotados de diferencias particulares. La unién Ag-Ac se traduce por la formacién de
un precipitado insoluble con la condicidon de que los reactivos se encuentren a
concentracion equivalente.*®

No contamos con experiencia en la identificacion de bacterias y protozoarios en
agua por métodos de precipitacion; sin embargo, comentamos los principios en que
se basan por su importancia al introducir los métodos de aglutinacion.

METODOS POR AGLUTINACION

Las reacciones de aglutinacién involucran una interaccién entre el Ag y el Ac que
llevara a la aparicion de un aglutinado que se visualiza como grumos, granulos de
aglutinado o agregado; consisten en hacer reaccionar cantidades equivalentes de
los reactantes (Ag y Ac). Los principios fisicoquimicos que gobiernan la formacién
de estos aglutinados son los mismos que rigen la de un precipitado.*’

88
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Higiene y Epidemiologia. 2013;51 (1):84-96

La gran diferencia entre las reacciones de precipitacion y las reacciones de
aglutinacion radica en las caracteristicas del Ag: mientras que en las reacciones de
precipitacion se emplean antigenos solubles, en las reacciones de aglutinacion el Ag
es particulado. Con un Ag soluble, también es posible disefiar una reacciéon de
aglutinaciéon gracias a que es posible utilizar distintas particulas (particulas inertes,
ejemplo: latex) y realizar un pegado quimico o fisicoquimico del Ag soluble a dichas
particulas, para generar un "Ag particulado” Gtil para fines de identificacion.*’

Las reacciones de aglutinacion desde el punto de vista de su utilidad en el
laboratorio tienen la ventaja de ser muy sencillas de realizar, no requieren de
ningan equipamiento para su lectura, son rapidas y faciles de implementar.’
Ademas, presentan una mayor sensibilidad que las reacciones de precipitacién, por
lo que las han sustituido en muchos casos. Sin embargo, cabe mencionar que las
reacciones de aglutinacion presentan una menor sensibilidad que otras reacciones,
tales como ELISA e inmunofluorescencia indirecta; son menos especificas, pues
tienen la desventaja de depender grandemente de los factores fisico - quimicos,
tales como concentracion de electrolitos, pH, temperatura y tiempo de reaccion. No
obstante, las ventajas enumeradas hacen de estas una valiosa herramienta para la
detecc1:i7(’)n de antigenos en colonias bacterianas obtenidas a partir de muestras de
agua.

Aglutinacion por método del latex

Esta basado en la prueba de aglutinacién. Los anticuerpos son adheridos a
particulas de latex. Al enfrentarse el latex sensibilizado con el Ag especifico se
produce la agregacion entre estas esferas y los antigenos. Esta prueba ha sido
usada principalmente en bacteriologia y en virologia.*’ En nuestro grupo de trabajo
se han desarrollado con éxito métodos por aglutinacion de latex para Salmonella
spp., Vibrio cholerae y E. coli.

ENZIMOINMUNOENSAYOS

Los inmunoensayos han sido usados por varias décadas en la deteccion y
caracterizacion de microorganismos y sus componentes en microbiologia. El método
mas popular es el ELISA. Su principal ventaja consiste en el corto periodo de
tiempo que se necesita para identificar al agente patégeno.’®

La técnica de ELISA utiliza anticuerpos marcados con una enzima (generalmente la
peroxidasa) para visualizar la reaccion Ag-Ac, la cual es utilizada tanto para la
determinacion de antigenos como de anticuerpos.'* En el caso que nos ocupa
(identificacién de microorganismos) se utiliza para la determinacién de antigenos.
Este tipo de sistema permite tanto la deteccidén de bacterias patogénicas como de
toxinas en muestras ambientales, con una sensibilidad 1-5 UFC/25 mL de muestra
y una especificidad de 95 - 99 %, lo cual ofrece resultados en tiempos mas cortos
que los métodos tradicionales.”®

Determinacion de antigenos por ELISA

La modalidad mas frecuente del método ELISA para la determinacion de antigenos
es el modelo ELISA "sandwich" directo. En este modelo, el Ac especifico para el Ag
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de interés se encuentra adsorbido en un soporte sélido sobre el cual se afiadira la
muestra bioldgica. En el caso de que en dicha muestra se encuentre el Ag, quedara
capturado en la placa y sera puesto en evidencia tras la adicion de otro Ac
especifico conjugado con la enzima. Por ultimo, se afiade el sustrato incoloro que,
por accidon de la enzima, dara un producto coloreado que producira un color
observable a simple vista y cuantificable mediante un espectrofotémetro.**

Se han desarrollado varios paquetes diagnésticos basados en este tipo de método
para la identificacion de patdgenos y toxinas tales como Salmonella spp.,
Escherichia coli, enterotoxinas estafilocéccicas, entre otros. El sistema VIDAS
(bioMerieux, Hazelwood, MO) consiste en un sistema automatizado que se basa en
la técnica de ELISA. El ensayo transcurre entre 45 minutos y dos horas. A través de
esta tecnologia se pueden identificar patégenos como: Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., E. coli 0157, enterotoxina estafilocéccica y Campylobacter spp.*®

Otro método novedoso es aquel en el cual se combina la inmunocaptura y el
crecimiento del patégeno con el método de ELISA. Un ejemplo de este método es el
paquete BioControl 1-2 Test (BioControl, Bellevue, WA) para la deteccion de
Salmonella spp. La muestra que ha sido incubada durante la noche es introducida
en una camara que contiene medio de crecimiento. Si este patégeno esta presente
migrard. Los anticuerpos anti-H en la segunda camara reaccionan con la bacteria, y
se forma una inmunobanda visible, la cual evidencia la presencia de Salmonella
spp. en la muestra.’

Se han desarrollado métodos de ELISA para determinaciéon de antigenos de
Entamoeba histolytica, cianobacterias tales como Microcystis aeruginosa,
verotoxinas de Escherichia coli, Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum.®”’

INMUNOFLUORESCENCIA

La presencia del Ac conjugado con el flourocromo no necesita de ninguna reaccion
quimica para hacerse evidente. Los fluorocromos emiten luz de una determinada
longitud de onda luego de ser exitados por un haz de luz de longitud de onda
menor*® Cada fluorocromo es capaz de emitir luz dentro de un determinado
espectro de longitud de onda. Por ejemplo, el fluorocromo denominado
isotiocianato de fluoresceina (FITC, siglas en inglés) emite en la gama del verde,
mientras que la ficoeritrina emite en la gama del rojo. El hecho de que existan
distintos fluorocomos capaces de emitir a diferentes longitudes de onda, permite
gue puedan detectarse antigenos diferentes en un mismo microorganismo.***° La
visualizacion de la reaccion puede realizarse utilizando un microscopio de
fluorescencia (para colonias de microorganismos fijadas en portaobjetos) o por
citometria de flujo (para microorganismos en suspension).**

Inmunofluorescencia en la deteccién de bacterias

e Legionella pneumophila.

La microscopia directa con anticuerpos fluorescentes (inmunofluorescencia
directa) es un método rapido y fue el primer método diagnéstico usado para
detectar Legionella pneumophila en tejido pulmonar y secreciones
respiratorias.?® Asimismo, es de gran utilidad en la identificacion de colonias
obtenidas por cultivo a partir de muestras de agua. La inmunofluorescencia
directa es un procedimiento de tincién que permite detectar con rapidez la
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presencia de Legionella pneumophila en muestras clinicas. Se realiza con
reactivos polivalentes, algunos de los cuales estan disponibles
comercialmente. Estos reactivos contienen anticuerpos monoclonales
capaces de reconocer todos los serogrupos de Legionella pneumophila. Los
anticuerpos, marcados con fluoresceina se unen a los antigenos de la pared
del microorganismo. Un posterior lavado elimina los anticuerpos no fijados y
al examinar la extension con un microscopio de fluorescencia se puede
observar la fluorescencia en la pared de estas bacterias.*

La identificacion de Legionella pneumophila a través de estos métodos
demora unas tres horas, aunque el método descrito tiene la limitante de que
parte del aislamiento. La identificacion de Legionella pneumophila a través
de los métodos convencionales demora entre 15 y 21 dias segun
experiencias de nuestro grupo de trabajo. La sensibilidad del método oscila
entre el 25y el 75 % y la especificidad es del 95 %. Es un método que debe
interpretarse con cautela: un resultado negativo no excluye la posibilidad de
que estemos en presencia de Legionella pneumophila y un resultado positivo
debe considerarse como un diagnéstico presuntivo®!

e Vibrio cholerae O1 y Vibrio cholerae 0139.

Vibrio cholerae muestra una gran diversidad serologica en base a su Ag
somatico O, y se conocen al menos 200 serogrupos.?? De estos, solo el O1 vy,
mas recientemente, el 0139 han causado epidemias de célera.?® Estudios
del medio acuatico han mostrado que Vibrio cholerae, incluyendo los
serotipos O1 y 0139, forma parte de la microbiota normal de superficies
acuaticas, sobrevive y se multiplica en asociacion con el zooplancton y
fitoplancton, independientemente de la aparicion de infecciones humanas.?*

La New Horizons Diagnostics Corporation, USA ha desarrollado un paquete
para la deteccién rgpida de Vibrio cholerae O1 en muestras de agua y heces.
Este utiliza un Ac monoclonal especifico del Ag A del lipopolisacarido O1 de
la membrana externa del microorganismo, el cual ha sido conjugado con
FICT para la deteccién rapida y simple de Vibrio cholerae Ol1 en agua y
heces.?® El paquete esta conformado por el Ac monoclonal especifico de
Vibrio cholerae O1 conjugado a FITC (Cholera DFA) y dos reactivos de
control (positivo y negativo). Las muestras de agua son previamente
concentradas y luego se depositan sobre el portaobjetos. Posteriormente las
muestras a analizar y los controles son incubados junto al reactivo Cholera
DFA. Si la muestra contiene Vibrio cholerae O1, el Ac monoclonal conjugado
a FITC se une a Vibrio cholerae O1. Después de las etapas de lavado la
lamina es examinada usando el microscopio de fluorescencia.?®

La New Horizons Diagnostics Corporation, USA ha desarrollado ademas un
paquete para la deteccién rapida de Vibrio cholerae 0139 en muestras de
agua y heces. El paquete estad conformado por el Ac monoclonal especifico
de Vibrio cholerae 0139 conjugado a FITC (Bengal DFA) y dos reactivos de
control (positivo y negativo). Las muestras de agua son previamente
concentradas y luego se depositan sobre el portaobjetos. Posteriormente las
muestras a analizar y los controles son incubados junto al reactivo DFA. Si la
muestra contiene Vibrio cholerae 0139, el Ac monoclonal conjugado a FITC
se une a Vibrio cholerae 0139. Concluidas las etapas de lavado la lamina es
examinada mediante el microscopio de fluorescencia.?®
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La identificacion de Vibrio cholerae a través de estos métodos demora unas
dos horas y treinta minutos, lo cual ofrece una gran ventaja en cuanto al
tiempo para la toma de decisiones por las autoridades de Salud Pubilica,
sobre todo en situaciones de epidemia. La identificacion de Vibrio cholerae a
través de los métodos convencionales demora entre cinco y siete dias segun
experiencias de nuestro grupo de trabajo.

Inmunofluorescencia en la deteccidn de protozoarios

La deteccidon de ooquistes se realiza mediante microscopia de fluorescencia
utilizando anticuerpos monoclonales o policlonales marcados con FITC, lo que
permite incrementar la capacidad de visualizar los ooquistes y diferenciarlos de
materiales inespecificos y algas microscépicas (microalgas) presentes en ambientes
acuéticos.?’

La microscopia de inmunofluorescencia es el método estandar para la deteccion de
Cryptosporidium parvum y Giardia lamblia en aguas, tanto para el método
1622/1623 en los EE. UU. como para el Protocolo Operacional Estandar en Australia
y el Reino Unido. En este método se utilizan anticuerpos monoclonales o
policlonales conjugados con FITC. Sin embargo, se ha determinado que existen
diferencias significativas en cuanto a la avidez y especificidad de los anticuerpos
disponibles comercialmente.?® Diversos estudios han demostrado que la deteccién
de Cryptosporidium parvum y Giardia lamblia en aguas es mas eficiente cuando se
emplean anticuerpos monoclonales de tipo 1gG1, los cuales poseen mayor avidez y
especificidad que los anticuerpos policlonales u otras clases de anticuerpos
monoclonales como IgG3 e IgM. Estas observaciones fueron confirmadas en
muestras de agua utilizando dos clases diferentes de anticuerpos monoclonales
(1gG1 e IgM) marcados con FITC.?® La aplicacion del Ac monoclonal 1gG1
(EasyStain, BTF Precise Microbiology, Australia) produjo mucho menos
fluorescencia de trasfondo y la unién del Ac a los ooquistes fue mas especifica que
con el Ac IgM (Waterborne Inc, New Orleans, EE. UU.). La distincidon fue mas
evidente en muestras de agua que contenian altos niveles de microalgas y
particulas minerales.?”?®

CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es un procedimiento altamente eficiente para caracterizar
poblaciones celulares (microorganismos) que se encuentren en suspension.?® En un
principio, se utilizaba fundamentalmente para identificar el fenotipo celular, es
decir, la expresion diferencial de antigenos en la membrana plasmatica; pero
actualmente son muchos los paradmetros estructurales y funcionales que se pueden
medir por citometria de flujo. Entre las muchas ventajas que presenta en relacion
con la microscopia de fluorescencia se encuentran la posibilidad de analizar un
numero muy elevado de células (microorganismos) en pocos segundos y la
posibilidad de cuantificar la intensidad de fluorescencia. La principal desventaja
radica en el alto costo de la adquisicién del citémetro de flujo y su mantenimiento.*

En Australia fue desarrollado un método para la deteccion y enumeracion selectiva
de ooquistes de Cryptosporidium parvum que aplica citometria de flujo con
activadores fluorescentes capaces de clasificar las células segun la fluorescencia y
el tamafio. Este método mejora sustancialmente el proceso de deteccién,
especialmente cuando se utilizan anticuerpos monoclonales de tipo 1gG1
conjugados con FITC y ficoeritrina. Los anticuerpos monoclonales conjugados con
estos fluorocromos disminuyen la fluorescencia inespecifica, por lo que facilitan la
visualizacién de muestras ambientales bajo el microscopio.?!
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En la citometria de flujo los microorganismos se hacen fluir uno a uno a través de
un rayo laser. Esto hace posible la determinacidon de multiples medidas de manera
simultanea (alrededor de seis parametros). Este método permite ademas la
identificaciéon de microorganismos a partir de muestras ambientales, por lo que
brinda un diagndstico presuntivo que puede posteriormente ser confirmado por
otras técnicas.30%?

Un aspecto de gran valor en la citometria de flujo es su capacidad de analisis
rapido. El analisis por si solo puede ser completado de tres a cinco minutos. Este es
un aspecto que hace a esta técnica muy util en el monitoreo de rutina de
microorganismos de interés que incluyen una variedad de indicadores o
microorganismos patégenos y en ocasiones de bacterias viables pero no cultivables.
La aplicacion de la citometria de flujo es muy amplia; sin embargo, su aplicacién
para el monitoreo de agua de consumo humano es limitada.3*3?

El instrumento basico necesario es el citdmetro de flujo, el cual requiere de un
operador muy bien entrenado. El reactivo méas importante en orden de costos es el
Ac monoclonal primario. Por tanto, una de las limitaciones del uso de esta
tecnologia es su alto costo. El gran nimero y la variedad de reactivos de laboratorio
especificos que deben ser usados es otra limitaciéon del sistema. Ademas, muchos
de los microorganismos patégenos a ser determinados se encuentran en aguas de
consumo a concentraciones muy bajas. Esto dificulta el alcance de los niveles de
sensibilidad requeridos.3°32

SEPARACION INMUNOMAGNETICA (SIM) O INMUNOCAPTURA

La técnica de SIM directa se basa en la incubacién de esferas magnéticas que estan
recubiertas con anticuerpos especificos para determinado microorganismo en un
medio de células suspendidas. Después de dicha incubacién y la mezcla efectiva de
las particulas con la muestra, las células objeto de estudio se unen a las esferas
magnéticas. Las particulas asi formadas pueden entonces ser separadas del resto
de la suspensién con la ayuda del separador de particulas magnéticas y los lavados
correspondientes.®’

Los métodos de inmunoafinidad en combinaciéon con la SIM han sido usados para el
aislamiento de un ndmero de diferentes microorganismos a partir de muestras de
agua; por ejemplo, virus de la hepatitis A, rotavirus del grupo A, Pseudomonas spp,
E. coli 0157:H7 y Cryptosporidium parvum. El aislamiento de bacterias de muestras
de agua se puede realizar utilizando medios de enriquecimiento seguido de SIM y
siembra en agar selectivo. Estos ensayos son faciles de realizar; solo necesitan
pocas horas. Ademas, estos paquetes existen para un amplio grupo de
microorganismos. Es una técnica simple y rapida. La eficiencia de la reaccién
depende de la especificidad y la afinidad de los anticuerpos monoclonales
empleados y de la turbidez de la muestra de agua.®’

Los métodos de inmunocaptura pueden ser usados como base para otras técnicas
de deteccidn como son la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), reaccion en
cadena de la polimerasa-reverso transcriptasa (RCP-RT), citometria de flujo y la
hibridacién fluorescente in situ (FISH).**
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CONSIDERACIONES FINALES

Los inmunoensayos constituyen herramientas de gran utilidad en la identificacién
rapida de bacterias y protozoarios en muestras de agua. La introducciéon de estos
meétodos dentro de los protocolos de los laboratorios de microbiologia de aguas
debe realizarse bajo un estricto analisis de las ventajas y desventajas que estos
aportan. Se avizora un desarrollo paulatino de estos métodos los cuales se iran
automatizando en la medida en que el desarrollo de estas técnicas lo permita.3**°
La mayor divisa de estos la constituye el acortamiento del tiempo en el cual se
puede dar un resultado sumamente confiable que permita la oportuna toma de
decisiones por parte de las autoridades sanitarias.
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