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1. Introduccion

Las técnicas rapidas son métodos de andlisis cuyo objetivo fundamental es el de ahorrarnos
tiempo, es decir, conseguir que los resultados sean obtenidos de forma rapida, para alcanzar
el objetivo final de tomar decisiones sobre la seguridad y/o calidad de los alimentos que se
estan elaborando. Cuanto mas rapido sea el resultado, tanto més interesante sera.

A este principio s6lo hay que hacerle una salvedad, la fiabilidad del método. De forma que
es realmente dificil de explicar que en muchas ocasiones el método rapido es mas preciso y
comete menos errores que el método tradicional. Uno de los motivos, que nos parece mas
importante, es que el método tradicional nos permite ver y “tocar” los microorganismos.
Normalmente los ponemos en evidencia en multitud de medios de cultivo y los podemos
aislar, tefiir e identificar con relativa facilidad pero con mucho tiempo. Sin embargo, si
aplicamos medidas de tipo eléctrico, inmunolédgico, genético, etc, los diferentes sistemas
nos dan sefiales que hay que interpretar, de forma que los microorganismos suponemos que
estan ahi, pero se complica el poder ponerlos de manifiesto.

Estos inconvenientes son los que soluciona la microscopia. Con esta técnica podemos ver
los microorganismos directamente, de una forma mucho més precisa que la microbiologia
tradicional, y no hacemos estimaciones, puesto que no hablamos de nimeros mas probables
ni de unidades formadoras de colonia, sino de microorganismos concretos.

Entre las diferentes técnicas de microscopia, en nuestro caso, empleamos especialmente la
microscopia de epifluorescencia directa (DEM), ya que permite cuantificar y demostrar la
viabilidad de los microorganismos que permanecen en liquidos o en superficies de contacto
con alimentos, en menos de treinta minutos (Pontefract, 1991). Ademas la técnica de
microscopia de epifluorescencia se ha descrito como un método util de valoracion de las
células adheridas en acero inoxidable, utilizando técnicas de tincion con colorantes
fluorescentes que se unen al RNA celular, observandose en el microscopio diferentes
colores que permiten distinguir las células viables y no viables (Bredholt et al., 1999).



Existen diferentes sustancias para realizar esta tincion vital, diferencidndose en funcién de
su mecanismo de accion. Asi, algunas se basan en la deteccion de la actividad metabdlica
(acido nucleico) y/o enzimatica (produccién de enzimas) y otras a nivel de integridad de
membrana. Todas ellas, y en particular las tinciones de 4cido nucleico, pueden utilizarse en
diferentes técnicas como la microscopia de epifluorescencia, microscopia laser confocal,
citometria de flujo, fluorometria y electroforesis (Takeuchi y Frank, 2001).

Tanto las técnicas analiticas de microscopia de epifluorescencia como la técnica filtracion
por fluorescencia directa (DEFT) y el método de microscopia de epifluorescencia directa
(DEM) y el uso del microscopio laser confocal, son técnicas que permiten valorar y
analizar la presencia de un namero reducido de bacterias viables asi como bacterias
lesionadas, adheridas en la superficie tras la limpieza y desinfeccién. Ello es ventajoso ya
que, en ocasiones, los desinfectantes producen lesiones subletales a los microorganismos,
que impiden su multiplicacion en los medios de cultivo habituales (Brackett ef al., 1994).
En esta situacion, se puede considerar que un desinfectante tiene actividad antimicrobiana
cuando en realidad posee una elevada actividad lesionante o estresante sobre los
microorganismos (Herald y Zottola, 1989). Por lo tanto el examen directo sobre superficies
contaminadas, la determinacion de la viabilidad de los microorganismos y su resistencia
real a ciertos desinfectantes nos puede dar una informacion de gran valor en el control
aplicado en las superficies de procesado y elaboracion de alimentos (Pontefract, 1991).

Es importante destacar que la microscopia de epifluorescencia no se ha mostrado eficaz
todavia en el control directo de la microbiota de los alimentos, por lo que actualmente, su
empleo, se centra en las tareas de evaluacidn de la contaminacion de superficies.

2. Ejemplo de uso

En el estudio de analisis de superficies se han desarrollado “chips” de acero inoxidable
como soporte de incubacidn de las cepas bacterianas. Estos soportes o chips, son
estructuras constituidas por una aleacion de metal (acero) con un didmetro de 2 cm y un
grosor de 1 mm. Consta de dos caras: una plana para adherirse a la superficie y la otra
ligeramente convexa. El chip se esteriliza previamente en el autoclave a 121°C durante 15
minutos.
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Para la observacion de las muestras al microscopio se realizo la tincién vital de
fluorescencia. El kit proporciona dos colorantes que se fijan al acido nucleico de la célula.
El mecanismo de accion se basa en las caracteristicas de permeabilidad de la membrana
plasmaética. Las células con la membrana plasmaética intacta son permeables al SYTO 9
pero no al yoduro de propidio, por lo tanto, se tefiiran de color verde. Las células que tienen
la membrana plasmatica dafiada penetran los dos colorantes, el yoduro de propidio reduce
el SYTO9 produciendo una tincion de color rojo.




2.2  Técnica de microscopia de epifluorescencia directa

Todas las muestras teflidas fueron examinadas en el microscopio de epifluorescencia
directa Olympus BX51/BX52 (Olympus, Tokio, Japan) con ldmpara de mercurio (Olympus
Power Supli Unit U-RFL-T) y 3 filtros de excitacion.

Las fotografias se hicieron con una camara digital Olympus DP-50 incorporada al
microscopio y el andlisis de imagen se realiz6 con el programa Soft Imaging System™
(andlisis GMBH, Alemania) incorporado en un sistema informatico conectado al
microscopio.

2.3  Crecimiento de las cepas y formacion de biofilms en funcion de las condiciones
ambientales

El ensayo se realizd para comparar el crecimiento en ambiente himedo, semihtimedo y
seco a tiempos 2, 4, 6, 24, 48 y 72 horas mediante la té€cnica convencional de recuento en
placa y la técnica microscopica de epifluorescencia directa y analisis de imagen.

Para simular las condiciones himedas, las muestras se incubaron en una estufaa 21 +£2 °C
en una camara cerrada con las paredes recubiertas de papel de filtro mojado con agua
destilada. Para simular las condiciones de semihumedad las muestras se incubaron
destapadas en la estufa mencionada anteriormente, de modo que se permitia una desecacion
progresiva. Finalmente para obtener condiciones de sequedad absoluta, las muestras se
dejaron expuestas durante dos horas a la campana de flujo vertical de modo que la
recirculacion del aire produjo una desecacion rapida del indculo.

3 Resultados
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Los resultados obtenidos al realizar la tincion indicaron una diferenciacion clara de las

células vivas que se tifieron de color verde. Sin embargo, fue dificil concretar si la
coloracion roja era indicadora de una situacion de estrés vital o bien muerte celular (Figura

1).
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Figura 1. Imagen de microscopia de epifluorescencia del biofilm formado por
Enterobacter cloacae tefiido con la tincién vital Live/Dead®.

3.2 Anadlisis de imagen

Para la cuantificacion del recuento de células microbianas vivas y muertas o lesionadas fue
necesario ajustar el umbral de intensidad y color de las estructuras de cada una de las fases
(células vivas, muertas y ruido de fondo) utilizando para ello, un programa informatico de
analisis de imagen (Figura 2). Asi, en color rojo se determino el area celular
correspondiente a las células muertas o lesionadas, en azul las células vivas y en amarillo el
area ocupada por el ruido de fondo, es decir, el 4rea no ocupada por las estructuras
celulares. Ello nos permitio realizar el célculo de la superficie correspondiente a cada una
de las fases, y en base al tamafio celular, se determind el recuento correspondiente.

El sistema de analisis de imagen posee multiples ventajas, que facilitan su aplicacion. Una
de estas ventajas es la capacidad de valorar y definir los umbrales de intensidad de las
estructuras de la imagen para asi cuantificarlas (Lopez ef al., 1995). Aunque quizés la méas
importante es la valoracion de viabilidad celular, puesto que las imagenes de las muestras
recién preparadas pueden ser capturadas y almacenadas en archivos informaticos para
analizarse en el mismo momento o posteriormente con el mismo programa u otros
programas de analisis de imagen (Singh ef al., 1989).
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Figura 2. Analisis de imagen por el ajuste de umbral: a) Imagen sin tratar; b) Ajuste de la
fasel correspondiente a células muertas o estresadas; ¢) Ajuste de la fase 2 correspondiente
a células vivas y d) Ajuste de la fase 3 correspondiente al fondo.
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3.1 Crecimiento en condiciones de humedad

En la Figura 3 se muestran los resultados del crecimiento en himedo durante 72 horas de
Enterobacter cloacae (Figura 3 a, by ¢), Pseudomonas aeruginosa (Figura3 d,eyf)y
Staphylococcus aureus (Figura 3 g, h y i). Se observé que las tres cepas formaron biofilm
a las 24 horas (Figura 3 b, e y h) y su desarrollo fue maximo a las 72 horas (Figura 3 ¢, fy

i).

El tiempo de generacion de los biofilms para las tres cepas bacterianas fue muy rapido
incrementandose el recuento 24 horas de 10* a 105UFC/ml. El tiempo de formacion de
biofilms depende de muchos factores entre ellos uno de los mas importantes es el tiempo de
generacion, el cual varia considerablemente en funcién del microorganismo (Madigan et
al., 1999a).

Ademas, depende también del tiempo de contacto con las superficies, asi, en diferentes
estudios se ha demostrado que se fijaban a una superficie tras cinco minutos de contacto,
aproximadamente, 3 log UFC/cm” cuando los recuentos eran de 6 log UFC/g ( Farrel et al.,
1998).




Figura 3. Evolucion del crecimiento y formacion de biofilm en condiciones himedas a
21°C en TSB. Las observaciones fueron realizadas en un microscopio de epifluorescencia
directa a 400 aumentos. Cepa a, b, c: Enterobacter cloacae. Cepa d, e, f: Pseudomonas
aeruginosa. Cepa g, h, 1 : Staphylococcus aureus. De izquierda a derecha se muestran
imagenes a tiempos 2h, 24hy 72 h.
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4. Conclusion

La microscopia de epifluorescencia y analisis de imagen se han mostrado como un método
rapido y fiable que permite realizar el analisis y cuantificacion de la contaminacién
bacteriana de las superficies tanto si se hallan en suspensién, adheridas o formando
biofilms. El tiempo necesario para el analisis es de tan s6lo 30 minutos, mientras que por el
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método convencional de recuento en placa es necesario como minimo 24 horas y se
produce una infraestimacion en los recuentos cuando las bacterias estan adheridas o
formando biofilms.
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