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Resumen

La citometria de flujo es una técnica muy versatil que permite, entre muchas otras
aplicaciones, el analisis microbiano. EI principio en el que se basa es muy simple, ya que
analiza células individuales de una mezcla por medio de la dispersion de la luz o por
mediciones de fluorescencia propia o adquirida.

El potencial de esta herramienta analitica ha crecido en los Gltimos afios, lo que ha permitido
la consolidacion de esta como una técnica rapida, sencilla, suficientemente sensible y de facil
automatizacién para las crecientes necesidades de la industria alimentaria.

Con el uso de la citometria de flujo, se pueden obtener datos sobre la fisiologia, morfologia,
genética y diversidad de microorganismos presentes en alimentos o superficies. A pesar de
lo todo lo anterior, en nuestro pais, muy pocos laboratorios utilizan esta técnica en sus analisis
de alimentos.

Esta revision pretende brindar al lector una vision actualizada de los avances de esta técnica
y conocer sus multiples aplicaciones, con el fin de que sea utilizada por aquellos laboratorios
en los que se tengan los recursos necesarios para implementarla.

Palabras clave: Microbiologia de alimentos, citometria de flujo, alimentos,
microorganismos
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Abstract

Flow cytometry is a very versatile technique that enables among many other applications,
microbial analysis. The principle on which it is based is very simple, because it analyzes
individual cells of a mixture by means of the dispersion of light or by own or acquired
fluorescence measurements. The potential of this analytical tool has grown in recent years
allowing the consolidation of it as a fast, simple, sensitive enough technique and easy
automation for the growing needs of the food industry. Using flow cytometry data on
physiology, morphology, genetics and diversity of microorganisms in foods or surfaces in
contact with them can be obtained. Despite all the above, in our country very few laboratories
use this technique in their analysis of food.

This review aims to provide the reader with an updated overview of the progress of this
technique and know the multiple applications of the same, in order to be used by those
laboratories which have the resources to implement it.

Keywords: Food microbiology, flow cytrometry, food, microorganisms

Introduccion

Cuando se habla de andlisis bacterioldgico en alimentos, uno de los problemas mas
importantes que existen actualmente para estudiar el papel de los microorganismos, es que
estos deben ser aislados en cultivos puros.! Las técnicas empleadas, normalmente, para
conseguir estos cultivos presentan dificultades, ya que los microorganismos no se encuentran
distribuidos uniformemente en la matriz, ademas, los alimentos presentan estructuras fisicas
muy distintas y existen interacciones de los microorganismos con la flora normal.
Adicionalmente, hay que tomar en cuenta que el tiempo de generacion de cada
microorganismo varia también dependiendo de qué tan permisivo o no sea el alimento para
el crecimiento de los microorganismos. 2

Ante esta situacion, en los ultimos afios, la comunidad cientifica ha disefiado métodos para
disminuir el tiempo de analisis, tales como los inmunoensayos, reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), hibridacion fluorescente in situ (FISH) y la citometria de flujo®. Esta
ultima técnica ha tenido especial auge en estudios relacionados con conteo poblacional de
células en el area de la hematologia, sin embargo, también tiene importantes aplicaciones en
otros campos como la microbiologia de alimentos. 3

El mercado de productos alimenticios es cada vez mas competitivo y globalizado, por lo que
la comercializacion de productos innovadores y que ofrezcan mejores caracteristicas a sus
consumidores es una meta constante. Para alcanzar este logro, es fundamental, entre otras
cosas, desarrollar métodos analiticos que permitan detectar en corto tiempo riesgos para la
salud publica, a la vez, que es deseable y esperado, reducir el tiempo de analisis para poder
liberar productos al mercado nacional o internacional. En este sentido, la citometria viene a
aportar interesantes aplicaciones en el area.*
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Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico que permite la deteccidon de caracteristicas
fisicas y quimicas de particulas y células en una suspension liquida. Estas determinaciones
se llevan a cabo individualmente cuando se hacen pasar las células por un haz de luz, ®
permitiendo asi un analisis cualitativo y cuantitativo de las distribuciones de una 0 mas
propiedades especificas de la poblacion de células o particulas que fueron analizadas.

Un citometro sencillo esta formado por varias unidades de operacion bésicas (Figura 1): la
fuente de luz, la celda de flujo, el sistema de fluido hidraulico, varios filtros dpticos para
seleccionar longitudes de onda especificas, un grupo de fotodiodos o tubos
fotomultiplicadores para detectar las sefiales de interés y, finalmente, una unidad de
procesamiento de datos. ’
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Figura 1. Esquema general de un citdmetro de flujo: (1) flujo hidrodindmico que lleva a la formacion de una Unica corriente
de particulas, (2) haz de luz que impacta las particulas, (3) filtros y espejos (sistema 6ptico) que dejan pasar diferentes
longitudes de onda, (4) sistema de deteccién formado por un conjunto de fotodiodos. Tomado de: Diaz y colaboradores
2010.

Single cells

De manera sencilla, lo que acontece cuando se realiza el analisis en un citdmetro es que una
célula colocada en el punto de analisis va a dispersar la luz emitida por la fuente, el fotodiodo
va a detectar Unicamente la luz dispersada con dos angulos especificos. Este dato, a su vez,
generara informacién de las caracteristicas morfoldgicas de la célula mediante dos
parametros: luz dispersa de angulo pequefio (forward scatter [FSC]) que se relaciona con el
tamanio de la célula y la luz dispersa de angulo recto (side scatter [SSC]) relacionada con las
caracteristicas de la superficie de la célula y la presencia de material granular en su
citoplasma. &
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Ahora bien, una vez comentado brevemente el fundamento de la técnica, se puede mencionar
que la aplicacion de la citometria de flujo en el laboratorio de microbiologia permite, entre
otras cosas, identificar de manera rapida microorganismos de interés, establecer que tan
sensible es un microorganismo a determinado medicamento, disminuir tiempos de respuesta
y detectar de forma temprana diversos padecimientos como leucemias, por ejemplo. * En el
area de microbiologia de alimentos, la citometria de flujo ha jugado un papel muy importante
ya que en los ultimos afos se ha desarrollado con buen éxito. Varias son las aplicaciones en
este campo, ° algunas de ellas, por ejemplo, son la deteccion de patogenos, 1° la evaluacion
de la eficacia de la conservacion de alimentos bajo diferentes condiciones o el control de las
fermentaciones en cerveza, pan y vinos. ’

Se puede decir que la citometria presenta ventaja sobre las técnicas tradicionales que se
utilizan hoy en dia en muchos laboratorios. Estas técnicas tradicionales requieren mucho
tiempo para el procesamiento, ademas que Unicamente revelan una pequefia proporcion de la
poblacion real ya que solo pone de manifiesto microorganismos viables y cultivables. ! La
citometria, por otro lado, presenta entre sus grandes ventajas un corto tiempo de
procesamiento de muestra, alta sensibilidad, gran versatilidad y automatizacion del proceso*?
y la capacidad de detectar células viables no cultivables, lo cual es muy deseable el area de
la bromatologia. ® Sin embargo, se debe tener en cuenta que las muestras deben llevar
procesos fisicos de preparacién como filtracion, centrifugacion y decantacion previos al
andlisis con el fin de evitar efectos de matriz y falsos positivos. 3

Adicional a lo anterior, el hecho de que la deteccion de microorganismos se pueda realizar
en tiempo real en distintas muestras, permite la rapida toma de decisiones de alto impacto
econdmico en las industrias con el fin de mejorar los programas de control de calidad y
control de los procesos. ’

Aplicaciones de la citometria de flujo en microbiologia de alimentos y aguas

La deteccion de microorganismos en los alimentos y en superficies que estan en contacto con
ellos, es un componente importante en cualquier programa integrado que quiera garantizar la
inocuidad de los alimentos. 3

Existen, en la actualidad, sistemas de prevencion como el HACCP (Analisis de peligros y
puntos de control) que han mejorado mucho la inocuidad alimentaria, sin embargo, se deben
desarrollar mejores métodos de analisis para que este programa sea totalmente efectivo. 14
Para esto, se han llevado a cabo muchas investigaciones con el fin de reducir el tiempo de
ensayo, mediante la utilizacion de métodos alternativos que detecten microorganismos
potencialmente patdgenos asociados a los alimentos y también involucrados en el deterioro
de estos. 3

En esa linea de pensamiento, la industria lactea ha encontrado numerosas utilidades en la
citometria de flujo. El control bioldgico de la leche cruda incluye analisis microbiano y de
células somaticas, lo que es esencial para la calidad de la leche y de sus derivados. *°
Gunasekera y colaboradores describieron un método rapido utilizando citometria de flujo
para enumerar bacterias totales en leche; ellos obtuvieron una fuerte correlacién entre esta
técnica y el conteo tradicional en placa o recuento microscopico para E. coli y S. aureus. La
sensibilidad del procedimiento fue de 10* bacterias/ml de leche, un nimero por debajo del
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nivel permitido por la legislacién de muchos paises, lo que indica que la sensibilidad mejora
en la deteccion de bacterias totales en procesos industriales utilizando citometria. 12

Otra aplicacion reportada de la citometria es el analisis bacteriano de los tanques de
almacenamiento de productos alimenticios. Este punto, en las industrias que procesan leche,
es de suma importancia, ya que la vigilancia de estos tanques es vital para evitar
contaminacion en los productos finales. La técnica de citometria de flujo permite diferenciar
las principales bacterias relacionadas a mala higiene, produccion de mastitis y bacterias
psicrotrofas durante el almacenamiento de la leche. Esta informacion se logra determinar
utilizando diferentes fluorocromos y anticuerpos monoclonales sumamente especificos hacia
componentes de dichas bacterias.

En la produccion de leche en polvo, con la citometria se pueden enumerar el total de bacterias
presentes en este producto en un tiempo no mayor de dos horas. *’ Es importante mencionar
que no solamente se ha estudiado el analisis de microorganismos en la produccion de lacteos
de origen bovino, sino también en origen caprino. 19

Se reporta también que patégenos de relevancia, a nivel de salud publica, como Listeria
monocytogenes pueden ser analizados en productos lacteos mediante diferentes mediciones
en el contenido de ADN. Esto permite diferenciar este patdégeno de otras bacterias como
estreptococos o estafilococos. ° En este estudio, se utilizé yoduro de propidio (Pl) como
tincién fluorescente de ADN y medidas de dispersion frontal para la deteccidn del tamafio y
asi lograr diferenciar a L. monocytogenes de otras bacterias que pueden crecer en la leche y
generar competencia. Sin embargo, para mejorar la identificacion y resolucion de la prueba
se enriquecio selectivamente a la bacteria por medio del caldo de enriquecimiento de Listeria
que contiene acido nalidixico, que inhibe el crecimiento de los organismos gram negativos,
y clorhidrato de acriflavina, que inhibe muchas bacterias gram positivas, esto para evitar la
reaccion cruzada con estreptococos y estafilococos. ?° La sefial fluorescente emitida por el
yoduro de propidio (PI) se relaciona con el contenido de ADN de una bacteria dada. Las
bacterias poseen un contenido de ADN similar, por lo tanto, el uso de P1 permite la separacion
de las poblaciones microbianas basada en el contenido de ADN. EI PI también es atil para
excluir los desechos celulares que estarian desprovistos de acidos nucleicos. 2°

Otro campo en el cual la citometria de flujo se relaciona con la industria alimentaria y que ha
sido de beneficio, es el andlisis bacteriano de productos refrigerados, por ejemplo, la
deteccidn de toxinas de Bacillus cereus, las cuales se asocian a cuadros de intoxicacion tipo
diarrea 0 vomito. 2*

Ademas, otra area de importancia en microbiologia de alimentos, y en la que se han realizado
estudios mediante la citometria de flujo, es la industria productora de cerveza, probidticos,
pan y vino. 2 En estas industrias, es de vital importancia realizar un conteo del cultivo
iniciador o levaduras antes de la inoculacion para un mayor control en la calidad de las
fermentaciones. Esto es importante ya que una subinoculacion podria llevar a fermentaciones
mas largas y una sobreinoculacién, aunque lleve a una fermentacion mas rapida, puede dar
lugar a cultivos iniciadores o levaduras de viabilidad inferior, lo que da como resultado
pérdida de la amargura en productos como la cerveza, problemas en la filtracion y un mayor
riesgo de lisis de la levadura, entre otros. 23
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En el caso de las bacterias acido lacticas, referidas como probidticos, se ha determinado,
mediante recuento en placa, que la dosis terapéutica recomendada es de un minimo de 108-
10° microorganismos vivos. 2* Algunos autores afirman que, para que una bacteria confiera
funcionalidad como cultivo probidtico, es importante que mantenga su viabilidad en el
producto durante su produccion, procesamiento y almacenaje. 2° El analisis, mediante
citometria de flujo de varios productos que contienen probidticos, indica que hay entre 10°y
10%° microorganismos probidticos, lo cual es mas alto que la dosis recomendada, y apoya la
idea que esta técnica toma en cuenta las células no cultivables, a diferencia del recuento
tradicional en placa. 2* Esto es sumamente importante debido a que se ha establecido que
bacterias viables,, pero no cultivables, pueden contribuir de cierta manera a la fermentacion,
incluso las bacterias muertas que aun poseen enzimas activas y favorecen el proceso de
fermentacion o produccion de metabolitos productores de sabor u olor. 2

La técnica de citometria de flujo podria ser utilizada para otros propdsitos en este mismo
tema de los probidticos, como por ejemplo, estudiar el efecto del almacenamiento prolongado
en productos probidticos, ya que se ha demostrado que la disminucion en el nimero de
bacterias depende de factores tales como el pH, la temperatura, el nivel de inéculo y el tipo
de producto. 2728

Otra area en la que se ha aplicado la técnica de citometria de flujo en microbiologia de
alimentos es en la deteccion de toxinas como las producidas por los géneros Aspergillus y
Penicillium. 2% por ejemplo, se ha podido determinar la presencia de ocratoxina A en
productos como cereales, vino, café, cerveza, frutos secos y productos carnicos, mediante el
uso de la técnica de citometria combinada con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
micotoxina. La sensibilidad de esta técnica permite evitar falsos negativos, convirtiéndola en
una muy buena opcion para la deteccion e identificacion de micotoxinas en alimentos. °

En esta misma linea de la deteccion de toxinas, algunos investigadores han utilizado la
citometria de flujo para realizar la deteccion de la enterotoxina estafilococica B de
Staphyloccocus aureus en muestras de leche cruda y leche en polvo; han utilizado anticuerpos
antitoxinas fluorescentes de membrana. 3! Este tipo de bacterias estan en contacto con piel de
animales, por lo que son facilmente encontradas en alimentos como la leche, huevo, jamén y
carne de pollo; por lo tanto, este tipo de investigaciones son muy importantes a nivel de
industria alimentaria, ya que se considera que las intoxicaciones por S. aureus son
relativamente comunes debido a que sus toxinas no se destruyen féacilmente al ser
termorresistentes. 3

Otra area en la que se ha podido aplicar la citometria de flujo es en el monitoreo de las
diferentes metodologias empleadas para la conservacion de alimentos. Es conocido que, en
las ultimas décadas, los consumidores cada vez mas se inclinan por adquirir productos
alimenticios que no solo sean apetitosos, sino también frescos, sanos y minimamente
procesados, por lo que en la actualidad se buscan nuevos métodos que permitan a los
alimentos poseer las cualidades antes mencionadas. 2

Por esta razon, se ha estudiado por medio de citometria de flujo la viabilidad de bacterias en
los alimentos luego de ser sometidos a procesos de conservacion como luz ultravioleta,
aumento en la presion y en la temperatura. Estos experimentos han logrado demostrar que,
posterior a muchos de estos métodos de conservacion, las bacterias son incapaces de crecer
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en cultivos, pero si de transcribir y traducir genes, lo que puede conferir olores y sabores
indeseados en los productos almacenados. ° 3334

Finalmente, al utilizar la citometria de flujo, se puede determinar la calidad microbioldgica
del agua, lo cual es importante a nivel de procesos de almacenaje y produccion industrial. *°

En la microbiologia del agua, se puede indicar la calidad microbioldgica al estudiar la
comunidad microbiana de esta. *® Este proceso se realiza, normalmente, por conteo en placas
y medios selectivos para la identificacion de organismos patogenos, lo que conlleva a un
mayor requerimiento de tiempo y a la discrepancia que se da entre el numero de células

viables y no cultivables, ya que menos del 1% de las bacterias acuaticas son cultivables. 3
37,38

Segun Egli, el recuento en placa subestima la cantidad de bacterias presentes en al menos dos
ordenes de magnitud, ya que solo 1/100 a 1/1000 de las bacterias forman una colonia en la
placa. *° Este estudio de aguas pone de manifiesto esta diferencia comparando la técnica de
recuento en placa con la citometria de flujo; para esto se analiz6 el agua en cada paso del
tratamiento hasta llegar a ser agua potable y servir de consumo para el ser humano.

En la figura 2, se ejemplifica la diferencia en el conteo de células entre la técnica tradicional
en placa y el uso de la técnica de citometria de flujo; ademas, se observa cémo en todos los
pasos, la citometria resulta una mejor técnica para la evaluacion.
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Figura 2. Recuento de células bacterianas en distintas etapas de tratamiento de agua potable
mediante recuento en placa y citometria de flujo. Tomado de: Egli et al, 2008

Por otro lado, existe la inquietud de identificar un microorganismo mediante caracteristicas
especificas o propias de este (conocido como “huella dactilar”), a partir de una comunidad
bacteriana, de manera que se identifiquen correctamente muestras incognitas a partir de estas.
40 Asi fue como lograron De Roy y colaboradores identificar y clasificar diferentes marcas
de agua mediante su composicion microbiana; para esto, utilizaron la citometria de flujo con
el fin de extraer las caracteristicas mas relevantes de cada marca de agua y asi lograr la
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identificacion de cada una. Posteriormente, se analizaron las mismas marcas, pero de forma
incognita, de manera que se pudieran clasificar segiin su “huella dactilar” por medio de
estadistica, con base en pruebas de hipétesis para encontrar diferencias significativas entre
ellas. 40

Otro ejemplo de investigaciones realizadas es el estudio elaborado por Yang y colaboradores;
este muestra como, por medio de la técnica de citometria de flujo, se puede determinar E.
coli O157:H7 (patogénica) del resto de E. coli DH5a en una muestra de agua artificialmente
contaminada con las cepas anteriormente mencionadas. Los resultados confirman un limite
de deteccion de 1x10? bacterias/ml en un minuto luego de una preconcentracion de la
muestra. ! Para realizar la determinacion en este estudio, se utilizaron anticuerpos
monoclonales y fluorocromos especificos dirigidos hacia E. coli O157:H7, ademas de
colorantes capaces de atravesar membranas y unirse a los acidos nucleicos de bacterias en
general para lograr realizar una diferenciacion. ! Asi, en este trabajo, se pudo diferenciar la
E. coli O157:H7 de E coli DH5a, por medio de distintos detectores que permitieron el paso
de longitudes de anda adecuadas para cada fluorocromo. 4

Conclusiones

Han sido muchas las investigaciones que se han llevado a cabo que confirman el potencial
que tiene la técnica, y son muchos los autores que manifiestan el gran avance a travées del
tiempo al compararla con otras técnicas ampliamente utilizadas; sin embargo, la citometria
de flujo no se encuentra ampliamente utilizada en microbiologia de alimentos para la
deteccion de bacterias y toxinas. Muchas de las razones se orientan al costo elevado del
procesamiento (desde equipo hasta los reactivos), ademéas de la falta de capacitacion o
conocimiento de los analistas en el campo sobre esta técnica.

Por otro lado, la técnica en los proximos afios brindara nuevas y mejores investigaciones
debido a la existencia de nuevos fluorocromos y anticuerpos monoclonales mucho mas
sensibles que permitiran, en un futuro, la deteccidon de muchos pardmetros Gtiles en la rama
de microbiologia de alimentos.
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