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1 Resumen de las ideas clave

Si estas leyendo este articulo es porque te interesa la microbiologia de alimentos. En ese
caso sabras que la eficacia de un tratamiento de conservacién de alimentos se suele
determinar a través de la determinacidn de los microorganismos viables presentes en el
mismo, y también que la viabilidad de las células bacterianas ha sido determinada,
tradicionalmente, por su habilidad para crecer y formar colonias en medios de cultivo en el
laboratorio. Lo que es posible que no sepas, es que ademas de los microrganismos viables,
existen otros estados de las células bacterianas que son intermedios entre el de células
intactas y células muertas. En el presente articulo te presentamos estos otros estados y
ademas diferentes técnicas, todas ellas basadas en recuentos, para determinar con mayor
precision el efecto de un determinado tratamiento (fisico o quimico) sobre una poblacidn
bacteriana.

2 Objetivos
Una vez leido con detenimiento este documento, seras capaz de:

= Definir el término de dafio subletal.

= Diferenciar entre células intactas, subletalmente danadas, células viables pero no
cultivables y células muertas.

= Evaluar el daiio subletal en bacterias aplicando diferentes métodos de cultivo.

3 Introduccion

Con el objetivo de mejorar la calidad microbiolégica de los alimentos, éstos son sometidos
a una serie de tratamientos quimicos (aplicacién de productos de limpieza o desinfectantes,
cambios de pH, adicién de conservantes...) o fisicos (calentamiento, enfriamiento, pulsos
eléctricos, altas presiones...) que tienen por objetivo eliminar o reducir la carga microbiana
inicial del alimento a través de someter a la misma a un estrés (ver Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de estreses que pueden sufrir los microorganismos en la industria alimentaria

Tipo de estrés
Fisico Quimico
Secado (por aire, vacio o liofilizacion) Desinfectantes quimicos: cloro,
compuestos de amonio cuaternario,...
Calor (tratamientos suaves o | Tratamientos oxidativos: ozono, H20., ...

subletales)

Refrigeracidn y congelacion Uso de 4cidos y bases

Altas Presiones, Pulsos Eléctricos Conservantes: sorbato, nitrato, ...
Radiacion Antimicrobianos naturales

Presion osmoética
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Si el tratamiento es suficientemente intenso, las bacterias pierden su viabilidad de manera
permanente y mueren. Sin embargo, si este tratamiento no es suficientemente intenso, se
pueden dar diferentes situaciones en funcién de la magnitud del estrés.

En funciéon de la magnitud del estrés, el microorganismo respondera de una manera
diferente. Usamos la palabra "suave o leve" para describir los niveles de estrés que no dan
como resultado la pérdida de viabilidad, pero reducen o detienen su tasa de crecimiento. El
estrés "moderado" no solo detiene el crecimiento microbiano, sino que también provoca
cierta pérdida de viabilidad celular. "Extremo" o "severo" describe un nivel de estrés que
normalmente es letal para las células, lo que resulta en la muerte de la mayoria de la
poblacién (Figura 1).
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Figura 1. Relacion entre estados fisiologicos de microorganismos sujetos a diferentes niveles de estréss

De esta manera, podemos encontrar 4 situaciones que conducen a diferentes estados de la
célula:

» Las células quedan intactas, sin sufrir ningun tipo de dafo o alteracién. Las llamaremos
células intactas o viables.

» Las células sufren un dafio reversible, pudiendo recuperar su capacidad para
multiplicarse tras un determinado periodo de recuperacién en condiciones adecuadas.
A estas células se les conoce como células subletalmente dafiadas.

» Las células sufren un dafio por el que pierden su capacidad para multiplicarse en los
medios de cultivo usuales, pero conservan su actividad metabdlica. A estas células se les
conoce como células viables no cultivables.

» Las células pierden su integridad y actividad metabdlica y mueren, dando lugar a células
muertas.
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3.1 Daiio subletal

El dafio subletal ocurre al exponer los microorganismos a estreses fisicos y quimicos no
letales que causan alteraciones reversibles a nivel funcional y estructural. Estas células
danadas se recuperan si estan en un medio adecuado, siendo por tanto un dafio reversible.
Durante el proceso de recuperacion en medios adecuados, en primer lugar, hay un proceso
de reparacién del dafo seguido de un proceso de multiplicacién de las células.

Una de las caracteristicas de las células subletalmente dafiadas es su incapacidad de
crecimiento en los medios selectivos usados habitualmente en el andlisis microbioldgico de
alimentos. Por tanto, la utilizaciéon de este tipo de medios, no estaria cuantificando la
presencia de bacterias subletalmente dafiadas en el alimento.

Puesto que los microorganismos que han padecido un dafio subletal son potencialmente
capaces de recuperarse y multiplicarse, podrian acabar produciendo enfermedades
(patdgenos) o reduciendo la vida util del alimento (alteradores).

Por tanto, no cuantificar a este tipo de células podria acabar en la comercializacién de
alimentos que contienen patdgenos o alteradores dafados por encima de los limites
establecidos. Estos alimentos podrian ser peligrosos y/o tener una vida util menor a lo
esperado a pesar de cumplir con las normas y especificaciones reglamentarias.

Para evitar estos problemas, se ha debe incorporar una breve fase de reparacion antes de
los procedimientos de deteccidn selectiva de microorganismos en los alimentos.

3.2 Microorganismos viables pero no cultivables (VBNC)

Dentro de la poblacién de células dafiadas, ademas de las células subletalmente dafiadas,
podemos encontrarnos unas células en estado viable pero no cultivable (VBNC). Es un
estado fisiolégico intermedio entre la célula subletalmente dafiada y la célula muerta. Las
células VBNC muestran una actividad metabdlica baja pero detectable, mantienen la
integridad de la membrana y expresan genes a niveles bajos, pero son incapaces de formar
colonias en los medios de cultivo.

Entonces, ien qué se diferencian las células dafiadas de las células VBNC? La diferencia entre
las células danadas y las células VBNC es su capacidad para formar colonias. Mientras las
dafiadas pueden formar colonias en medios no selectivos (pero no en medios selectivos),
las células VBNC no pueden formar colonias en ningun tipo de medio de cultivo, a no ser
gue sean sometidas a un proceso de recuperacion. El proceso de recuperacion de células
VBNC se llama reanimacidn y describe la transicion del estado no cultivable al cultivable sin
ningun cambio en el nimero de células, es decir, sin multiplicacion celular. La reanimacion
puede desencadenarse, por ejemplo, por cambios de concentracion de nutrientes, de
temperatura, por adicién de estimulos quimicos, etc.

El estado VBNC es considerado como una estrategia de supervivencia de los
microorganismos. Se producen cambios a nivel morfoldgico y metabdlico, reduccién de la
virulencia e incluso pueden generar resistencia a antibidticos.
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Por tanto, de igual modo que las células subletalmente dafiadas, las células VBNC, debido a
su capacidad de persistir, multiplicarse y recuperar su resistencia, tienen un impacto
significativo en la seguridad alimentaria. En la industria alimentaria, la monitorizacion de la
presencia de microorganismos patégenos se realiza habitualmente mediante técnicas de
cultivo, sin embargo, no son técnicas adecuadas para detectar microorganismos VBNC. Las
técnicas adecuadas para la deteccion de VBNC se basan en la detecciéon de actividad
metabdlica, la deteccion de respiracidén, la deteccion de dacidos nucleicos, la tincidn
citoquimica, entre otros. Por eso, no sera objeto del presente articulo.

4 Métodos para la evaluacion de microorganismos dafiados

4.1 Cuantificacion de células danadas mediante técnicas de cultivo

Como se ha visto, las células subletalmente dafiadas no son capaces de formar colonias en
medios selectivos, pero tienen la capacidad de recuperar su estado fisioldgico normal en
condiciones favorables. En base a lo anterior se puede cuantificar el dafio mediante una
doble siembra, en medio selectivo (no crecen las dafiadas, solo las intactas) y en no selectivo
(crecen las intactas y las dafiadas).

Agua de peptona
inoculada UFC/mL
Lo g N

OO0 000
Poror

a a &aae &

G G G G G
Medio no Medio no selectivo + Concentracion
selectivo compuesto inhibidor seleccionada

Figura 2. Método para disefiar un medio selectivo

Para ello, en primer lugar, se debe preparar el medio selectivo (Figura 2). En estos medios,
hay diferentes tipos de compuestos que pueden inhibir el crecimiento de las células dafiadas
(sales, acidos, antibidticos, ...). En funcion del tipo de microorganismo y del tipo de estrés se
elegira el tipo de compuesto inhibidor o selectivo. El objetivo es encontrar la concentracion
del compuesto selectivo, a partir de la cual, el compuesto tenga un efecto letal para la
bacteria. Para ello, en primer lugar, se preparan medios de cultivo no selectivos (TSA, PCA,
agar nutritivo, ...) con concentraciones crecientes del compuesto inhibidor.
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A continuacidn, se inocula agua de peptona con el microorganismo objetivo en los
diferentes medios preparados (Co, C1, C;, ...) y se siembra en masa o en superficie. Una vez
sembradas se incuban y se realizan los recuentos. A partir de los recuentos, se determina
gué medio tiene una concentracidon de compuesto tal que tenga efectos letales sobre la
bacteria (recuentos inferiores al 70% del recuento en medio sin compuesto (Co)). En el
ejemplo de la Figura 2, éste seria el medio C4. A continuacion, se selecciona el medio con la
concentracién inmediatamente inferior (Cs), en cual crecerian las colonias intactas, pero
impediria el crecimiento de las células daifadas (medio selectivo).

Para calcular el nimero de microorganismos danados presentes en una muestra sometido
a un estrés se realizard una doble siembra en dos medios de cultivo (selectivo y no selectivo)
y por diferencia de recuento sabremos el nimero final de células dafiadas.

Caso practico

Se quiere evaluar el efecto antimicrobiano de un extracto vegetal en leche. Para ello, a una
muestra de leche se le ha adicionado el extracto, se ha inoculado con E. coli y se ha
almacenado a 8°C durante 24 horas. Tras las 24 horas, se ha sembrado la leche en medio
selectivo (TSA) y no selectivo (TSA+NaCl) y se ha incubado. La tabla 2 muestra los recuentos
obtenidos. Calcula el porcentaje de células muertas, vivas-intactas y vivas dafiadas de E. coli
debido al tratamiento.

Tabla 2. Efecto antimicrobiano de un extracto vegetal en E. coli.

Medio de siembra Tipo de medio UFC/mL

0 horas 24 horas
TSA No selectivo 252 x 10° 26 x 10°
TSA + NacCl Selectivo 245 x 10° 6x 10°

La poblacién muerta se obtendria por diferencia de recuento de las colonias en TSAa Oy 24
horas (252 x 10° -26 x 10° = 226 x 10° (89.7%)). La poblacion viva total (intactas + dafiadas)
es el recuento de colonias en TSA (26 x 10° ufc/mL (10.3 %)). La poblacidn viva no dafiada es
el recuento en TSA+NaCl (6 x 10° ufc/mL (23 % de la poblacion viva total)) y la poblacién
dafiada es la diferencia entre la poblacidn viva total y la intacta (26 x 10°— 6 x 10° = 20 x 10°
(77 % de la poblacién viva total)).

4.2 Evaluacion de la reparacion mediante técnicas de cultivo

Una de las caracteristicas mas importantes de las células dafiadas es la capacidad de
recuperarse del dafio en un ambiente adecuado. La velocidad de reparacién se puede
determinar durante la incubacion de las células dafiadas en un caldo no selectivo (p.e. agua
peptonada) sembrando simultdneamente en dos medios diferentes (selectivo y no
selectivo). El medio selectivo se puede preparar segun el apartado 4.1.
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La Figura 3 muestra la evolucidn de los recuentos en placa (en medio sélido selectivo y no
selectivo) de la poblacidon bacteriana al ser sometidas a un estrés y a una posterior
incubacién en un caldo no selectivo. Para determinar las diferentes subpoblaciones
(intactas, dafiadas o muertas), las muestras incubadas se siembran a diferentes tiempos de
incubacién en dos medios de cultivo (selectivo y no selectivo).

Inmediatamente después del tratamiento, sembrando la muestra en un medio no selectivo,
sabremos la poblacidn total viva y la muerta y sembrando la muestra en un medio selectivo,
sabremos la poblacién viva pero dafiada (ver 4.1). Si la muestra tratada la ponemos a incubar
en un caldo no selectivo, entonces las células danadas se iran recuperando y, por tanto, su
numero ird disminuyendo. En la figura 3 se observa en la evolucion de las lineas roja y azul.
La linea roja representa la evolucién de los recuentos en medio no selectivo y la linea azul
la evolucidon de los recuentos en medio selectivo. Llegard un momento donde las lineas se
solapen, lo cual querra decir que ya no hay células dafiadas, sino que se han recuperado
completamente.

A partir de un cierto tiempo de incubacién, los recuentos comenzaran a incrementarse,
indicativo del comienzo de la fase de multiplicacion celular.

La linea verde indica la evolucién de los recuentos en condiciones que impiden la
recuperacion de las células dafiadas (p.e. temperaturas bajas de incubacién).

Las caracteristicas que debe tener un medio de reparacién de las células subletalmente
danadas son:

> El medio debe ser no-selectivo. No debe contener ninglin compuesto que tenga un
efecto inhibitorio sobre el microorganismo. La presencia de compuestos selectivos no
solo impide la reparacién incluso puede provocar la muerte del microorganismo.

» Debe contener los nutrientes necesarios (fuente de N y Cy vitaminas) para el proceso
de reparacion. En general, un medio rico en nutrientes produce una reparacién mas
rapida y en mayor cantidad que un medio pobre en nutrientes. Una suplementacion con
catalasa y piruvato (destruye el H,0, producido por las bacterias) mejora el proceso de
reparacion.

» La reparacion del microorganismo depende del pH del medio y de la temperatura de
incubacién. En general, el medio debe tener un pH cercano a 7 y estar a una temperatura
de incubacion entre 30 y 37°C.
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Figura 3. Evolucion de los recuentos bacterianos para una misma cepa y tipo de estrés obtenidos con
diferentes métodos de recuento en placa

4.3 Métodos de reparacion de células dafadas

En aquellos casos donde se sabe que el tratamiento produce un dafio subletal, para poder
cuantificar todas las células que, tras un tiempo de reparacién volveran a ser viables, es
necesario aplicar un método de reparacién. Estos métodos pueden ser de dos tipos: método
liguido o método sdlido.

Método liquido de reparacion

Basicamente se trata de inocular un caldo no selectivo con el microorganismo que se quiera
estudiar e incubar en condiciones éptimas para su reparacién (Figura 4). Estas tienen que
ser las condiciones de incubacién adecuadas para la reparacidn de las células dafiadas, pero
sin llegar a las de multiplicacion de las células intactas. Indirectamente se puede cuantificar
el dafo si se hace una siembra en medio selectivo antes y después de la incubacién. La
diferencia en el recuento es el nimero de células dafadas (ver 4.1).

Esta reparacion podria usarse como el paso inicial en el aislamiento selectivo, seguido de la
enumeracién mediante placa directa o mediante la técnica del nUmero mas probable (NMP)
para bacterias patégenas e indicadoras de los alimentos. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que, en alimentos no estériles, tras la recuperacion, los recuentos obtenidos pueden
deberse, ademas de la recuperacién de las dafiadas, a un crecimiento de las intactas y de la
flora propia del alimento. Generalmente, este método de reparacion se usa como primer
paso en los métodos de deteccion de patdgenos en alimentos (p.e. ausencia de Salmonella
en 25 g en preparados carnicos).
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Figura 4. Método liquido de reparacion

Métodos sdlidos de reparacion

En los métodos solidos tradicionales de reparacion (Figura 5 izquierda), el microorganismo
dafiado se siembra en una placa Petri con medio no selectivo (siembra en masa o en superficie)
y se incuba durante un tiempo (1-4 h) y una temperatura (25—372C) adecuados para facilitar su
reparacion. Tras la reparacidn, las placas se cubren con 7-12 mL de un medio de agar selectivo
(especifico para el tipo de microorganismo objetivo), se dejan solidificar y luego se incuban.
Durante la incubacidn, los compuestos inhibidores del medio selectivo se difunden a través del
medio no selectivo y creardn un entorno selectivo. Debido a que las células ya han sido
reparadas, no son inhibidas por los agentes selectivos, se multiplicaran y formardn colonias.
Ademas, solo formardan colonias los microorganismos objetivo especificos del medio selectivo.
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Figura 5. Método sdlido tradicional de reparacion (izquierda) y de capa fina (TAL) (derecha).
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Se han desarrollado otros métodos sdlidos de reparacion mas sencillos. Uno de ellos es el
método de capa fina (Thin agar layer (TAL)) (Figura 5 derecha). Este método consiste en
incorporar una capa fina de medio no selectivo (p. e. TSA) a una placa Petri con medio selectivo
solidificado. El medio no selectivo se inoculard con el microorganismo dafiado. La capa superior
(TSA) proporciona un ambiente favorable para que las células dafiadas se recuperen y se vuelvan
funcionalmente normales en las primeras horas de incubacion. Luego, los microorganismos
objetivo dafiados y recuperados pueden interactuar con los agentes selectivos en la capa inferior
para desarrollar reacciones tipicas mientras que otros microorganismos son inhibidos por los
agentes selectivos.

5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos revisado el concepto de daino subletal, asi como
la importancia de su determinacién para no subestimar la presencia de microorganismos que
podran acabar alterando el alimento o produciendo una enfermedad en el consumidor. Ademas,
mediante la resoluciéon de los diferentes casos practicos propuestos, habras podido autoevaluar
tu grado de comprension. Si hay algun aspecto que no has entendido bien o sobre el cual te
gustaria profundizar mas, te recomendados que consultes la bibliografia que proponemos al
final del articulo.
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