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Citometria de flujo
para detectar bacterias patdégenas
lesionadas en alimentos

lo largo de la cadena alimentaria, las bacterias estan

expuestas a diversos estreses (Yousef y Courtney,

2003). Por ejemplo, durante la produccién de mate-
rias primas de origen vegetal, estan expuestas al frio y al calor
ambiental; la fermentacion o la adicion de acidulantes y sa-
les de 4cidos organicos durante el procesado de los alimentos
constituyen un estrés por 4cido; los productos acabados suelen
mantenerse en refrigeracion durante su distribucion y almace-
namiento, y, finalmente, ingredientes acidos como el vinagre o
el zumo de limén pueden anadirse durante la preparacion de
los alimentos para su consumo. Estos estreses dafian diversos
mecanismos y estructuras de la célula, alterando su homeos-
tasis y afectando adversamente su crecimiento y supervivencia
(Abee y Wouters, 1999). Como resultado, algunas bacterias
mueren. Sin embargo, otras, aunque lesionadas, pueden res-
ponder al estrés induciendo cambios en su metabolismo y es-
tructura que les permiten contrarrestar los efectos negativos
de dicho estrés y adaptarse a él (Phadtare, 2004).

Las respuestas de adaptacion al estrés de las bacterias pato-
genas tienen importantes implicaciones en la seguridad ali-
mentaria, ya que les proporcionan capacidad para sobrevivir
a los tratamientos de conservaciéon de los alimentos, asi como
para crecer y recuperar la virulencia (Archer, 1996; Yousef y

Courtney, 2003; Wesche et al., 2009). De hecho, se han de-
tectado bacterias lesionadas después de aplicar determinados
tratamientos por calor (Mackey et al., 1994), frio (Fratamico y
Bagi, 2007), acido (Liao y Fett, 2005), alta presion (Chilton et
al., 2001; Somolinos et al., 2008) o pulsos eléctricos (Yaqub
et al., 2004, Garcia et al., 2006; Zhao et al., 2011). Asi pues,
la presencia de bacterias lesionadas podria ser habitual en
los alimentos y los ambientes relacionados con su procesado
(Johnson, 2003). No obstante, los medios de cultivo selectivo
tradicionales usados en la deteccion y recuento de patégenos
pueden resultar inadecuados para ponerlas de manifiesto, ya
que los agentes selectivos que contienen evitan el crecimiento
de estas bacterias lesionadas a causa de las alteraciones en el
metabolismo y/o estructura que presentan (Kell et al., 1998;
Mackey, 2000; Stephens y Mackey, 2003). En consecuencia, se
sobrestima la efectividad de los tratamientos de conservacién y
la seguridad de los alimentos.

Debido a su estado fisioldgico, las bacterias lesionadas tienen
requerimientos de crecimiento especiales, de manera que,
para detectarlas, es necesario adaptar las condiciones de cul-
tivo (tipo y composicion del medio, temperatura y tiempo de
incubacion) a estos requerimientos. La estrategia mas habitual
consiste en realizar un paso de recuperaciéon en un medio no
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selectivo, liquido o sélido, previo a la inoculacion en el medio
selectivo (Stephens y Mackey, 2003). Sin embargo, este en-
foque implica que es necesario optimizar las condiciones de
recuperaciéon mediante ensayo y error. Ademas, si se quieren
cuantificar las bacterias lesionadas especificamente, es necesa-
rio analizar la muestra mediante recuento en placa en medio
no selectivo y en medio selectivo, de manera que la diferencia
entre ambos recuentos corresponde al recuento de células le-
sionadas subletalmente (Kell et al., 1998; Wesche et al., 2009).
Otros inconvenientes, asociados a todos los métodos de detec-
cion basados en el cultivo, incluyen (i) el prolongado tiempo
necesario para la aparicion de colonias visibles, (i) la obtencion
de resultados globales que no dan nocién sobre la heteroge-
neidad en el estado fisiolégico de las bacterias presentes en
una muestra, y (iii) la falta de informacién sobre el mecanis-
mo de accién de un determinado tratamiento (Ueckert et al.,
1997; Lemarchand et al., 2001).

Por el contrario, la citometria de flujo es una técnica que ana-
liza célula por célula de manera rapida y precisa. En esta téc-
nica, las bacterias se encuentran suspendidas en una corrien-
te liquida y pasan de una en una a través de un haz de luz,
que habitualmente proviene de un laser, con una velocidad de
1.000 a 100.000 células por segundo (Givan, 2001; Diaz et al.,
2010). Como resultado de la interseccion de cada célula con
el haz de luz, esta ultima es dispersada en todas direcciones.
Ademas, las células emitiran fluorescencia si han sido tenidas
con uno o varios fluorocromos. Estos fluorocromos pueden ser
indicadores de parametros fisiolégicos como, por ejemplo, la
integridad de membrana o diversas actividades metabolicas.
Asi, la citometria de flujo permite diferenciar varios tipos de
células (poblaciones) segun la correlacion de combinaciones
de los diversos pardmetros de dispersion de luz y emisién de
fluorescencia, de manera que se obtiene informacién cuanti-
tativa sobre la heterogeneidad en el estado fisioldgico de las
bacterias (Davey, 2002).

Generalmente, un citometro de flujo consta de tres sistemas
principales: (i) el sistema de fluidos, que transporta las células
en suspension al punto de analisis (la interseccion con el haz
de luz); (ii) el sistema éptico, que incluye una o mas fuentes de
luz dotadas de lentes de enfoque para iluminar las células, asf
como un sistema de lentes vy filtros opticos que recogen, sepa-
ran y seleccionan la luz de longitudes de onda especificas que
emerge de las células y la dirigen a los fotodetectores, y (iii) el
sistema electrénico de procesado de sefiales, que convierte las
sefales Opticas en pulsos eléctricos proporcionales a la intensi-
dad de estas y, estos a su vez, en valores digitales.

Como se ha mencionado, cuando una célula llega al punto de
analisis, dispersa luz en todas direcciones, pero el citbmetro de
flujo solo registra la luz que es dispersada con dos dngulos es-

pecificos respecto a la fuente de iluminacion. Estos pardmetros
se utilizan para obtener informacién sobre las caracteristicas
morfolégicas de las células (Givan, 2001):

e Luz dispersa de angulo pequefio o forward scatter (FSC)
light: corresponde a la luz que es dispersada con un dngulo
de unos 0,5°y esta relacionada con el tamafno de la célula.

e Luz dispersa de angulo recto o side scatter (SSC) light: co-
rresponde a la luz que es dispersada con un dngulo de 90°y
esta relacionada con las caracteristicas de la superficie de la
célulay la presencia de material granular en su citoplasma.

Factores como la diferencia entre el indice de refraccion del
medio de suspensién y el de las células o la geometria del sis-
tema optico del citometro de flujo afectan también a los para-
metros FSC y SSC, de manera que no siempre es posible esta-
blecer una correlacién entre éstos y la morfologia de la célula
(Maller y Nebe-von-Caron, 2010). Sin embargo, a menudo son
Utiles para diferenciar las células de las sefiales de fondo, es de-
cir, de las senales interferentes que provienen de la matriz de la
muestra, asi como del ruido éptico y electrénico del citémetro
de flujo (Davey y Kell, 1996; Sharpe y Wulff, 2006).

Una vez adquiridos los valores de los pardmetros de dispersion
de luz y fluorescencia para cada célula, estos datos son analiza-
dos mediante programas informéticos especificos que los repre-
sentan en graficas de dos variables en las que estos parametros
se pueden combinar como se desee. La Figura 1 muestra una
gréafica de los valores de FSC y SSC para una muestra de Es-
cherichia coli 0157:H7. Puesto que en este ejemplo las células
predominan sobre las sefiales de fondo, es posible distinguir los
puntos que corresponden a E. coli O157:H7. Para eliminar las
sefales de fondo del andlisis, el programa informético permite
dibujar una region alrededor de la poblacion de células, de ma-
nera que solo éstas sean consideradas en el célculo de recuen-
tos, porcentajes o valores medios de intensidad de fluorescencia.

Figura 1. Analisis de una suspension de Escherichia coli 0157:H7
por citometria de flujo.
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Figura 2. Mecanismo de tincion del yoduro de propidio, el SYTO 9 y el SYBR Green I.

En la Figura 1 se puede observar ademas una gréfica de los
valores de fluorescencia verde y roja para los puntos que se
considera que corresponden a E. coli 0157:H7. Ambas intensi-
dades de fluorescencia son muy bajas, ya que, en este caso, las
células no han sido tefidas. Sin embargo, este tipo de muestra
puede ser util para delimitar los valores de fluorescencia que
diferencian las células no tefnidas de las que son verdes, rojas,
o verdes y rojas a la vez.

El analisis de multiples funciones celulares durante la exposi-
cion a diversos estreses ha puesto de manifiesto que estas se
pierden progresiva y secuencialmente, de manera que es po-
sible definir diversos estadios entre la vida y la muerte (Joux et
al., 1997; Nebe-von-Caron et al., 1998; Davey, 2011). Asi, la
funcion que se ve afectada en primer lugar es la multiplicacion,
ya gque es necesario que la célula conserve su actividad meta-
bolica e integridad de membrana para que ésta sea posible
(Vives-Rego et al., 2000). Sin embargo, la célula puede perder
su capacidad para multiplicarse, pero mantener diversas activi-
dades metabdlicas, que, a su vez, se daran siempre y cuando la
membrana celular esté integra (Nebe-von-Caron et al., 2000).
Generalmente, la permeabilizacion irreversible de la membra-
na es el Ultimo estadio en la lesién de la célula e implica su
muerte, ya que esta ya no es capaz de generar y mantener los
gradientes electrogquimicos necesarios para ser funcional y la
exposicion de sus estructuras internas al medio externo hace
que estas se acaben degradando (Hewitt et al., 1999; Nebe-
von-Caron et al., 2000).

Hay una gran variedad de fluorocromos que, por sus caracte-
risticas quimicas, actian como indicadores de diversos tipos
de actividad metabdlica (bombas de eflujo, pH intracelular,
potencial de membrana, esterasas, deshidrogenasas, etc.) y
de la integridad de la membrana celular y que, por lo tanto,

permiten evaluar el estado fisiolégico de las bacterias mas alla
de su capacidad para crecer en un medio de cultivo (Breeuwer
y Abee, 2000; Mdiller y Nebe-von-Caron, 2010). Debido a su
papel fundamental en la supervivencia, la integridad de mem-
brana es el parametro fisiolégico mas comuinmente evaluado
(Trevors, 2003; Muller y Nebe-von-Caron, 2010). El yoduro de
propidio (PI) es uno de los fluorocromos més usados para evi-
denciar la permeabilizacion de la membrana. Debido a su carac-
ter hidrofilico y elevado peso molecular, el Pl solo puede entrar
en una célula si su membrana presenta poros (Figura 2). Una
vez en el interior, se une a los acidos nucleicos, lo cual hace
que emita fluorescencia roja. Las células asi tenidas son con-
sideradas células muertas (Manini y Danovaro, 2006; Mller y
Nebe-von-Caron, 2010). Para detectar tanto las células con la
membrana dafnada como las que la tienen intacta (sanas), el Pl
se suele combinar con otro fluorocromo que por su caracter
hidrofébico puede entrar ademas en las células con la mem-
brana intacta como, por ejemplo, el SYTO 9 (Bunthof y Abee,
2002; Stocks, 2004) o el SYBR Green | (Barbesti et al., 2000;
Grégori et al.,, 2001; Berney et al., 2008) (Figura 3). En el caso
de estos dos fluorocromos, la unién con los acidos nucleicos da
lugar a la emision de fluorescencia verde.

Cuando el PI se combina con el SYTO 9 o el SYBR Green |, las
células con la membrana intacta emiten fluorescencia verde,
mientras que las células con la membrana dafiada emiten fluo-
rescencia roja y pierden la fluorescencia verde, ya que el Pl tie-
ne mayor afinidad por los acidos nucleicos que el SYTO 9 o el
SYBR Green |y los desplaza de su unién (Stocks, 2004; Manini
y Danovaro, 2006) (Figura 3). La optimizacién exhaustiva de las
concentraciones y la ratio de concentracion de los dos fluoro-
cromos, la composicion del medio de tinciéon y los pardmetros
de operacién del citometro de flujo permiten ademas detectar
una tercera poblacién de células que emiten fluorescencia ver-
de y roja (Subires et al., 2014). Este perfil de fluorescencia se
ha atribuido a un estadio intermedio en la permeabilizaciéon de
la membrana que permitiria la entrada de PI, pero no en can-
tidades suficientes para desplazar eficientemente el SYTO 9 o
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Figura 3. Patrones de fluorescencia de células sanas, muertas y lesionadas tenidas con yoduro de propidio y SYTO 9 (kit Live/Dead®

BacLight™) y analizadas por citometria de flujo.

el SYBR Green | (Barbesti et al., 2000; Ben-Amor et al., 2005;
Saegeman et al., 2007). Asi, estas células son consideradas cé-
lulas lesionadas.

La deteccién por citometria de flujo de bacterias en alimentos se
ve enormemente dificultada por la presencia de una gran can-
tidad de particulas que se libera durante la dilucion y homoge-
neizacion de la muestra (Raybourne y Tortorello, 2003; Wilkes et
al., 2012). Debido a la similitud en el tamano de las células bac-
terianas y algunas particulas de alimento, asi como en la inten-
sidad de fluorescencia, en caso de que haya tincion inespecifica
de algunos componentes de la matriz, la discriminacion entre las
sefales analiticas y las interferentes es practicamente imposible
(Figura 4). Este hecho compromete el limite de deteccion del
ensayo, asf como la fiabilidad de sus resultados.

Asi pues, es necesario optimizar el protocolo de prepara-
cién de muestra para separar las células bacterianas de las

particulas de alimento y mejorar asi su discriminacion. La
filtracion centrifuga es un método simple, répido, barato y
eficaz para este fin, ya que permite reducir la presencia de
particulas de alimento de manera similar a como lo hace una
dilucién 1:100 de la muestra sin necesidad de diluir simul-
tdneamente la concentracion de células, lo cual reduciria a
su vez la relacién sefnal/ruido (Subires et al., 2014). Ademés,
es compatible con la evaluacion del estado fisiolégico de las
células, puesto que no tiene un efecto relevante sobre él.
La aplicaciéon de la filtracion centrifuga junto con la tincion
mediante un anticuerpo primario marcado con R-ficoeri-
trina (proteina que emite fluorescencia naranja), Pl y SYBR
Green | permiti¢ la deteccion especifica de E. coli O157:H7
en un plato preparado de ensalada de pasta con vinagreta
y la evaluacién de su integridad de membrana durante la
vida util del producto en refrigeracion. Este enfoque puso
de manifiesto la presencia de células lesionadas de E. coli
0157:H7 y la capacidad de este patdgeno para reparar pro-
gresivamente su membrana durante el almacenamiento en
refrigeraciéon (Figura 5), lo cual refuerza la importancia de
implementar medidas de control para limitar su presencia en
platos preparados (Subires et al., 2014).

Figura 4. Analisis por citometria de flujo de una muestra de ensalada de pasta inoculada con Escherichia coli 0157:H7 después de

su dilucién (1:10), homogeneizacion y tincion con SYTO 9.
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Figura 5. Evaluacion de la integridad de membrana de Esche-
richia coli 0157:H7 detectada por immunofluorescencia en un
plato preparado de ensalada de pasta durante su almacena-
miento en refrigeracion.
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