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RESUMEN

La citometria de flujo es un método automatizado, multiparamétrico y cuantitativo
que analiza las sefiales dispersadas y fluorescentes producidas por una célula al
pasar por un haz de luz. El potencial de los nuevos métodos de andlisis en el laboratorio
en el campo de la microbiologia viene creciendo de manera enorme en los ultimos
aflos donde la citometria de flujo se ha consolidando como una herramienta rapida,
sencilla, suficientemente sensible, econémica, de facil automatizacién para las
crecientes necesidades de desarrollo de Colombia. La citometria permite obtener
informacion sobre la fisiologia, morfologia, genética y diversidad de microorganismos,
animales y plantas. Las variadas aplicaciones de la citometria en la microbiologia de
alimentos, la microbiologia ambiental, la medicina veterinariay la agricultura busca
ahora complementar o reemplazar técnicas ya existentes adaptandonos a la continua
evolucion de las necesidades de los mercados globales de la ciencia y la economia.

Palabras clave : Citometria de flujo, microbiologia, veterinaria, agricultura.

ABSTRACT

Flow cytometry , an automated, multipar ametric and quantitativ. e method, analyz
scattering and fluorescence signals produced as series of single cell pass through a
laser beam. The potential of the new methods of analysis in the microbiology laboratory
has grown enormously in the past few years and flow cytometry has consolidated itself
as a fast, simple, sensitive, economic and automated analysis tool for the increasing

es the

dev elopment needs of Colombia. Accordingly , flow cytometry can be used to obtain
data on the ph ysiology , morphology , genetics and div ersit y of microorganisms, animals

and plants. The diverse flow cytometric applications in food and, environmental
microbiology , v eterinary medicine and agriculture can complement or replace existing
techniques in order to adapt research laboratories to the growing necessities of the
global science and economy markets.

Key words : Flow cytometry , microbiology , Vv eterinary , agriculture.
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INTRODUCCION

Citometria es un término genérico que
se aplica a cualquier tecnologia que se
usa para la medicion, recuento,
comparacion u otra caracterizacion de
células. La citometria de flujo es una
tecnologia de réapido crecimiento y
desarrollo que permite examinar muchas
propiedades de un gran numero de
células en poco tiempo. Algunos autores
(1) definen a la citometria de flujo como
una tecnologia analitica que permite la
medicién simultanea de varias
caracteristicas de muestras bioldgicas.
Se pueden realizar recuentos celulares,
para separar células o para realizar
analisis de marcadores bien sean de
superficie o intracelulares (1). Desde sus
inicios en la década del 70 para el estudio
de poblaciones de células en inmunologia
la citometria se convirtié en una técnica
cuantitativa apreciada, de baja
complejidad, econdmica y facil de
mantener en el laboratorio dada la
evolucion en la quimica de los reactivos
y modernidad de los instrumentos. Esta
se ha convertido en un método innovador
de analisis que permite tener una
aproximacion lo suficientemente sensible,
especifica y rapida para diversas
aplicaciones en estudios basicos (2,3),
microbiologia clinica (4) y recientemente
en biotecnologia (5).

Son extensos los beneficios de aplicar la
citometria de flujo en el laboratorio.
Algunos ejemplos son: identificacion rapida
de microorganismos de interés clinico (6),
estudios de susceptibilidad o resistencia
a medicamentos (7), disminucion de los
tiempos de procesamiento, analisis y toma
de decisiones terapéuticas (8) o la
deteccion temprana de enfermedades
infecciosas emergentes y re-emergentes
(9,10). Asimismo, en la microbiologia
ambiental presenta nuevas oportunidades
para entender la adaptacién de los
microorganismos a ambientes extremos,
nuevos ecosistemas o para realizar la

deteccién rapida de bacterias o virus que
son viables pero se encuentran en un
estado no cultivable y por lo tanto no
detectable por métodos convencionales de
cultivo. Si bien muchas estrategias de
cultivo redundan en los aislamientos
previstos de diferentes fuentes naturales,
la gran variedad filogenética y fisiolégica
de estos aislamientos demuestran la
necesidad de desarrollar nuevas
estrategias de deteccién cualitativa y
cuantitativa. Los analisis por citometria de
flujo proveen informacion sobre el nimero
de células, los tamafos del genoma, la
variabilidad de las poblaciones, entre otras
caracteristicas (11-13).

El principio de la citometria de flujo se basa
en que las células suspendidas en un liquido
son pasadas individualmente al frente de
una fuente de luz intensa (generalmente
un laser) y los datos de la luz reflejada, y
en la mayoria de los casos, de la
fluorescencia, son recogidos y organizados
en un archivo. Los analisis posteriores de
las poblaciones y sub-poblaciones se
producen mediante el uso de programas
de cémputo especializados lo cual permite
obtener informacién valiosa para el
investigador o el clinico. Debido a su
capacidad de recolectar informacién de
miles o millones de células al mismo tiempo,
la citometria de flujo facilita el analisis
multiparamétrico como lo realizan otras
técnicas de laboratorio (microarreglos o
microarrays, proteémica). Esta
caracteristica de analizar millones de
células también facilita la obtencion de
datos estadisticamente significativos en
un periodo de tiempo corto (14). Hoy se
consiguen en el mercado sistemas con
capacidad de analizar méas de 15
parametros de manera simultanea con
tasas de andlisis superiores a 70.000
células por segundo y con la posibilidad
de tener estaciones robdticas
automatizables para reducir los costos de
los analisis e incrementar la eficiencia
operativa.
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Los recientes avances de la citometria de
flujo permiten a los microbidlogos explorar
las complejas interacciones entre los
microorganismos y su medio ambiente
incluso al detalle de poder realizar analisis
de una sola célula (15). La informacion
sobre la expresién génica o la combinacién
de la citometria de flujo con otros métodos
moleculares mas modernos ha permitido,
también, visualizar cambios, adaptaciones
e identificacion de comunidades
especificas y novedosas al igual que
células individuales dentro de una poblacion
heterogénea (16,17). Con los tépicos
descritos en esta revision se pretende
ilustrar de una manera sencilla los
fundamentos basicos de la citometria de
flujo y sus aplicaciones en las areas de la
microbiologia, la medicina veterinariay la
agricultura. Asimismo, las limitaciones de
los métodos tradicionales y los avances
tecnoldgicos de la citometria son motivo
de discusiony analisis

FUNDAMENTOS DE LA
CITOMETRIA DE FLUJO

El lector puede consultar a otros autores
que han realizado revisiones sobre los
fundamentos de la citometria de flujo
(18) o visitar la pagina web http://
www.cyto.purdue.edu donde podréa

Figura 1.
y su funcionamiento interno

acceder a un curso en linea sobre la
teoria, principales aplicaciones de la
citometria de flujo, fuentes de
informacion adicional, material
bibliografico y seminarios especializados.
De manera sencilla, lo que sucede en un
citémetro de flujo es que a partir de una
muestra biolégica (la gran mayoria de los
casos son células) que es colocada en
suspension en un liquido , se hace pasar
en lo posible, célula por célula, a través
de una celda de flujo que esta siendo
impactada por una fuente de luz
monocromatica. Los rayos de luz al
encontrarse con las células son difractados
a todos lados o son bloqueados. La
informacién de esta dispersion o bloqueo
es filtrada, recolectada y detectada por
los componentes especiales del instrumento
para convertirlas en valores digitales que
son guardados en un archivo con el fin de
ser analizados luego por un software
especializado (Figura 1). Este proceso
fisico-quimico que ocurre con la muestra
se logra por intermedio de los tres
componentes principales de un citbmetro
de flujo (T abla 1) el cual es un
instrumento muy reconocido en la
practica clinica de rutina pero que ahora
ha incrementado su uso en otras
aplicaciones no clinicas (2,3,5).

Diagrama simplificado de los principales componentes de un citémetro de flujo
Tomado y modificado de BD Biosciences (US A).
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Tabla 1. Principales sistemas y componentes de un citometro de flujo.

SISTEMA FUNCION

Fluidos Transportar la muestr a hacia el haz de luz del laser y
mantener sus propiedades fisicoquimicas.

Optico lluminar las particulas de la muestra y obtener las sefales
de luz resultantes en los filtros y detectores apropiados

Electrénica Convertir las sefiales de luz en sefales electronicas que

un computador y progr ama de computo puedan interpretar

El analisis citométrico requiere de una
preparacion y formulacion de estrategias
con el animo de garantizar el éxito de
los experimentos. Esto se hace a través
de protocolos que generalmente

involucr an tres fases (T abla 2) pero que

de manera general siguen el siguiente
comportamiento: 1) hacer una
suspensioén de las células; 2) continuar
con pasos sucesivos donde las células,
lavadas o no, son incubadas en tubos o
microplacas con anticuerpos marcados
con sustancias fluorescentes o
fluorocromos  (isotiocianato de
fluorescencia o FITC, ficoeritrina o PE,
aloficocianina o APC); 3) lavados
periédicos para remover el exceso de

buferes, anticuerpos, fluorocromos o
impurezas.

En términos técnicos la citometria de
flujo indica tres cosas fundamentales
sobre una muestra en un experimento
(Figuras 1, 2).

El tamafio relativo de las particulas o
células a lo cual se le denomina
Forward Scatter 6 FSC. Esto no es
mas que la luz que la particula o célula
no deja transmitir de forma frontal y
esta relacionado con la superficie
celular o su tamafo. El instrumento
transforma la sefial que es recolectada
en el detector FSC.

Tabla 2. Principales etapas para la realizacién de un experimento usando la técnica de

citometria de flujo.

ETAPA

OBJETIVO

ACTIVIDADES

Preparacion

Citometria de Flujo

Analisis de datos

Visualizar el experimento en un
analisis previo (pre-citometria)
mediante la adecuacion de las
condiciones de la muestra y del
citobmetro.

Realizar la lectura de la muestra
y un pre-analisis de su
comportamiento.

Interpretar los archivos vy
convertirlos en informacién util.

Seleccion de parametros a
medir y reactivos
necesarios.

Disefio de Protocolos de
preparacion.

Tincion de células.
Seleccion de fluorocromos.
Procesamiento de las
muestras en un citbmetro
de flujo.

Medicion de los parametros
seleccionados en la fase
de preparacion.

Revision de los datos en un
programa de computo
especializado.
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Figura 2. Ejemplos de visualizacion de los resultados de los datos obtenidos con un
citémetro de flujo. A) Los histogramas monoparamétricos donde se observan el parametro
seleccionado en el eje de las “X” (en este caso la intensidad de la fluorescencia relativa

recibida en el detector par a FL2) y el nimero de células o ev entos en el eje de las “Y" . B)

Los histogramas biparamétricos o dot-plots

gue permiten observar las células o eventos

distribuidos como una funcién de la intensidad de la sefial con respecto a cada parametro
(en este caso de las fluorescencias relativas). En el Eje X se visualiza la intensidad de
una de las fluorescencias y en eje Y la otra fluorescencia. Los puntos blancos son los
plots de las células detectadas y definidos como negativas para ambas Fluorescencias
aquellas que estan cercanas al punto 0 de los dos ejes, positivas para la fluorescencia
en el eje de las X aquellos puntos cercanos a 600 y positivos para ambas fluorescencias
aquellos puntos que se visualizan en la interseccion de los ejes X y Y entre 600 y 800.

La complejidad relativa interna o
granularidad. Esto es, la luz que es
dispersada a un angulo de 90° de la luz

incidente del ldser o Side Scatter

SSC. Este parametro esta asociado con
larugosidad de la superficie celulary la

cantidad de organelos dentro de la
célula. A mayor cantidad de organelos
o elementos en el interior de la célula
mayor sera la complejidad registrada en

el detector SSC.

La Intensidad de la fluorescencia de
manera relativa (cuando la muestra ha

sido tefiida con anticuerpos marcados
con fluorocromos o con algun tipo de
molécula fluorescente) indicando
marcadores en la célula contra los
cuales los anticuerpos usados o los
fluorocromos han sido dirigidos.

Debido a que el tema de fluorescencia es
de vital importancia para preparar la

estrategia y los estudios por citometria
de flujo (T abla 3). De maner a brev e, la
fluorescencia ocurre cuando los fotones
de una luz incidente chocan contra una
molécula (un fluorocromo) permitiendo que
los electrones de los dobles enlaces pasen
a un nivel energético mas alto (excitado).
El retorno de la molécula a un estado de
energia mas bajo estd acompafiado por la
emisién de luz (lafluorescencia) y la pérdida
de energia (19). Los métodos de tincién
con fluorescencia generalmente son rapidos
y facilitan la visualizacion de las células
en mezclas complejas de acuerdo a sus
caracteristicas bioquimicas, fisiologicas o
propiedades tax ondmicas. T ambién
representan componentes especificos de
las células como organelos, enzimas o
marcadores de superficie (20). Los
fundamentos de la fluorescencia al igual
gue otras técnicas de tincion para células
se han descrito previamente (13, 21).
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Los citdmetros de flujo son instrumentos
flexibles que documentan una gran
variedad de aplicaciones. Sin embargo,
es esta misma flexibilidad la que
inherentemente se asocia con la
posibilidad de obtener resultados errados.
Dentro de las causas mas frecuentes de
resultados invalidos se encuentran los
siguientes factores:

1) Como cualquier otra técnica de
laboratorio, asumir los supuestos
errados por parte del operador
cuando se formulan las estrategias
experimentales tales como la
seleccion y estabilidad de los
fluorocromos o el numero de
moléculas blanco en la célula.

2) Lainadecuada seleccion o ajuste del
voltaje para la lectura quizéas
perdiendo las poblaciones de interés
en el estudio.

3) La falta o sobre estimacion de la
compensacion del instrumento.

4) EI deterioro del equipo por la falta
de mantenimiento bajo las
condiciones y parametros
establecidos por el fabricante.

Si bien los detalles técnicos no son parte

de estarevisién, algunos comentarios se
hacen par a ilustr acién del lector . Las
condiciones técnicas del instrumento
deben ser ajustadas de acuerdo al tipo

de células que se esta evaluando. La gran
mayoria de los operarios visualizan los
andlisis cuantitativos como se describen

en la Figura 2 pero lo mas importante a
tener en cuenta es que el instrumento
debe estar ajustado hasta que las
poblaciones sean visibles en el centro
de los histogramas en un andlisis de FSC
versus S SC, es decir , un histogr amatipo
ploteo de puntos o  dot-plot (Figura 2
B). Generalmente los experimentos que
involucran fluorescencia se visualizan con

los histogramas tipo dot-plots vy los
experimentos deben ser compensados
para cada intensidad de la fluorescencia

lo cual se hace mediante los reactivos o

controles adecuados. Finalmente, hay
que ajustar el Threshold , o punto de
corte, lo que permitira al operador
seleccionar los datos a partir de los
cuales quiere obtener informacién.
Teniendo en cuenta estas sencillas
recomendaciones, el trabajo en
citometria de flujo se facilita para el
operario y para el andlisis posterior que

se realiza.

APLICACIONES DE LA
CITOMETRIA DE FLUJO EN
MICROBIOLOGIA

Algunas de las técnicas mas usadas para
el diagnéstico o deteccién de
microorganismos incluyen el cultivo,
inmunoensayos, aglutinacién,
microscopia Optica y de fluorescencia 'y
biologia molecular . Estas técnicas se han
utilizado a lo largo de los afios por su
sencillez de uso, tradicion, disponibilidad
en el laboratorio y bajos costos. A pesar
de esto, muchos métodos tradicionales
consumen tiempo durante la preparacion
de las muestras, se basan en el examen
visual por parte del oper  ador, presentan
dificultades técnicas al momento de
implementarlas o estan limitadas a pocos
centros especializados. La citometria de
flujo, al igual que otros métodos
modernos, se convierte en una
herramienta fundamental en la
microbiologia combinando la deteccién
directa y rapida de microorganismos (0
partes de éstos), el estudio de la
distribucién de su tamafio (a través de
los parametros de FSC y SSC, tamafioy
complejidad respectivamente) al igual
otras caracteristicas bioquimicas y
fisiolégicas de una poblacion o de células
individuales. Estudios previos resaltan las
ventajas y beneficios de utilizar la
citometria de flujo en muestras
ambientales pero que por su
generalizacion pueden ser extensibles a
cualquier aplicacion en microbiologia: 1)
La velocidad con la cual se obtienen y
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procesan los datos; 2) la capacidad de
separacion ( cell sorting ) que tienen
algunos citometros lo que permite el
aislamiento de poblaciones especificas e
incluso células individuales para un
posterior estudio fisico, quimico,
biolégico o molecular; 3) la adquisicion
rapida de mdualtiples datos para su
posterior andlisis; 4) la posibilidad de ser
una técnica tanto cualitativa como
cuantitativa (14, 15, 22).

Si bien las aplicaciones de la citometria
de flujo al campo de la microbiologia no
son nuevas (2,4,19) esta herramienta
esta poco desarrollada en Colombia en
aplicaciones distintas a la clinica o la
investigacién basica. Las nuevas
aplicaciones en temas diferentes
permitira el avance e incluso la
reorganizacion de varios métodos usados
en ciencias bioldgicas tal y como se
vienen practicando en la actualidad. El
cultivo tradicional usado en un periodo
de tiempo variable, a temperaturas
adecuadas hasta observar colonias
visibles para luego ser contadas e
identificadas. Esta labor , ademas de
tomar tiempo y esfuerzo, tiene
limitaciones ya que los medios no
satisfacen los requerimientos de
crecimiento de todas las especies o0 se
deben utilizar varios medios para lograr
la identificacion de varias especies en
una misma muestra.

En el mundo globalizado de hoy la
citometria de flujo ha mostrado a lo largo

y ancho del planeta ser de gran utilidad
para la deteccién o identificacion de
microorganismos tales como
Staphylococcus aureus  (6), Plasmodium
(4), Cyclospora (9), diferentes familias de
Virus incluyendo Baculoviridae,
Herpesviridae, Myoviridae, Picordnaviridae

y Retroviridae (12, 13), Chlamydia (23),
Rotavirus (24), Leptospira (25), Salmonella
(26), Listeria (26), Escherichiacoli (27),
Francisella tularensis  (28) y hongos de
varias especies (29) entre otros.

APLICACIONES DE LA
CITOMETRIA DE FLUJO EN
MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL.

La citometria de flujo no sélo se usa con
muestras clinicas sino que también se
aplica en una variedad de muestras
ambientales y de alimentos tanto en
paises desarrollados como en via de
desarrollo. Mediante el uso de las
propiedades de dispersion de la luz
dentro del citometro y/o un panel
adecuado de anticuerpos monoclonales
marcados con fluorocromos se puede
realizar practicamente la identificacion
de cualquier microorganismo de interés.
Algunos autores revelan lo valiosos que
pueden ser los analisis por citometria
[legando a ser incluso méas sensibles
comparados con los métodos de cultivo
tradicionales en la industria de alimentos
(27,30). Para la exitosa comercializacion
de nuevos productos con mejores
caracteristicas para los consumidores es
fundamental desarrollar métodos
analiticos que logren detectar a tiempo
riesgos par a la salud publica. T ambién
para las empresas es critico reducir los
tiempos de analisis para dar via libre a
los productos en el mercado nacional o
internacional. Un ejemplo de estas
aplicaciones es el monitoreo de la calidad
de los productos lacteos el cual requiere
de un analisis detallado de la carga
microbiana. La citometria de flujo en
conjunto con técnicas fluorescentes,
después de realizar una clarificacion de
la muestra removiendo los lipidos y
proteinas, se puede hacer la deteccion
de bacterias viables y no viables en la
leche lo que convierte a esta técnica en
un método de analisis rapido que puede
ser incorporado a la rutina de un
laboratorio (31). Otro modelo es el de
las bacterias acido lacticas que son de
vital importancia en la industria de
lacteos. Los “probidéticos” , como se
conocen comercialmente, son
ingredientes microbianos benéficos para
la salud y son incorpor ados aly ogur, la
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leche, el queso e incluso a otros
alimentos carnicos. Para resolver algunos
inconvenientes de su mejora en el
laboratorio tales como la optimizacion del

crecimiento, la regularizacién de la
produccion y la determinacion de la
resistencia a las sales, entre otras
variables, se necesitan de modernos
métodos para su enumeracién y
valoracién de la viabilidad. De nuevo, el

método de recuento en placa es tedioso
presentando ciertas desventajas como
la subestimacion del ndmero real de
bacterias presentes debido a dafios en
la célula o agregacion de las mismas en
cadenas durante la formacion de las
colonias. Aqui la citometria de flujo, como

método moderno de anéalisis en el
laboratorio de microbiologia industrial,

consigue una mejor aproximaciéon a la
evaluacion de los cultivos primarios y de

las poblaciones bacterianas en los
alimentos (32).

Los métodos tradicionales de recuentos
totales de microorganismos en placas
tienen desventajas; otros métodos
usados son manuales sin posibilidad de
automatizacién y muchos no permiten la
diferenciacion rapida entre las distintas
especies. En contraste, un citbmetro de
flujo, como instrumento y método,
admite realizar la deteccion vy
discriminacién de microorganismos
cultivables, ademas de otros que son
viables pero no cultivables con la
posibilidad de obtener células individuales
de caracteristicas fisiolégicas o
morfolégicas especiales (lo que se llama
en el lenguaje citométrico “
raros” ) que podrian beneficiar a la
industria de alimentos. La produccion de
nuevos compuestos anti-bacterianos
inocuos para el hombre, la seleccién
direccionada de nuevas cepas de
bacterias o levaduras para la
fermentacion o el simple hecho de usar
una técnica que no use marcadores
genéticos son algunos de los beneficios
que se obtienen al utilizar la citometria

eventos
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de flujo en la industria de alimentos. El
lector puede consultar a Shapiro (1,19)
y Mattanovich y Borth (5) para una
revision completa de las aplicaciones de
la citometria de flujo como un método
rapido para la separacién celular ( cell
sorting ).

El tema ambiental es otro de los campos
interesantes donde nuevas aplicaciones
de la citometria de flujo se han
implementado con éxito. El creciente
interés en microorganismos acuaticos y
de ambientes extremos crece debido a
gue estos ecosistemas representan un
importante reservorio de diversidad
genética y fisioldogica donde las
concentraciones de nutrientes son
escasas y las temperaturas excesivas.
Es aqui, en estos nuevos entornos, donde
las oportunidades para descubrir nuevas
especies de microorganismos, entender
novedosas vias metabdlicas diferentes a
las del carbono donde la metanogénesis
y los organismos sulfato-reductores
predominan o simplemente para
reestructurar el conocimiento
taxondmico estan a la orden del dia (16,
17). En la medida en que se realicen
descubrimientos y caracterizacién de
microorganismos la industria
biotecnoldgica comenzaréa la bisqueda de
nuevos productos que redundaran en
mejores beneficios y superiores técnicas
para el laboratorio. El ejemplo clasico de
esta bioprospeccién por parte de la
industria privada son las modernas
enzimas resistentes y estables a las altas
temperaturas que se usan para
desarrollar la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (6 PCR) y que
procesan material genético con alto
contenido de Guanina-Citosina (GC) con
gran fidelidad superando a sus homadlogas
tradicionales (i.e. Taq Polimerasa). Para
estar en sintonia con un tema de
actualidad nacional, Genencor ( http://
www .genencor .com ), una division de la
empresa Danesa Danisco, ha lanzado
recientemente el producto Maxalig™



1086 REVISTA MVZ CORDOBA + Volumen 12 (2), Julio - Diciembre 2007

ONE, una enzima termoestable que
consigue un mayor rendimiento en las
plantas de produccion de biocombustibles
y una mayor eficiencia en la produccion
de etanol a partir de biomasa.

Otro ejemplo de la importancia de la
aplicacion de la citometria de flujo en el
tema ambiental es la degradacion de
hidrocarburos. En un ambiente natural,

o durante los derrames accidentales, la
degradacion de hidrocarburos se da
mayormente por microorganismos en el
suelo o agua donde éstos son
derramados. No obstante, dicha
capacidad de degradacion es
dependiente de la salinidad del medio y
de las comunidades involucradas en estos
ambientes. Si bien métodos modernos
como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, el uso de isétopos radiactivos

o la determinacién del ARN ribosomal (6
ARNFr) consiguen identificar genes que se
encuentran involucrados en las vias
metabdlicas de degradacion (33), éstos
tienen las limitaciones de ser técnicas
costosas, especializadas y de necesitar
gran destreza por parte del operador
para que el experimento se desarrolle con
éxito. En este contexto, la citometria de
flujo, en conjunto con otras técnicas
modernas de laboratorio, permite la
identificacion, estudiar la adaptaciéon y
observar la evolucion de las diferentes
comunidades de bacterias involucradas
en la degradacion de hidrocarburos. Es
asi como se encontr6 que la bacteria
Sphingomonas spp predominaba en
ambientes donde las concentraciones de
sales son bajas mientras que otros
haléfilos extremos tales como
spp, Halomonas, Dietzia y Alcanivorax
fueron identificados en ambientes con
salinidades mas altas (33).

Estos ejemplos impulsan a creer que el
analisis por citometria de flujo de
muestras ambientales para la
determinacion y viabilidad de
microorganismos conseguira realizar una

Ralstonia

mejor caracterizacién microbioldgica del
agua, suelos y aire buscando un mejor
control o prevencion de riesgos para la
salud humana o animal. T ambién,
permitird continuar con las actividades

de bioprospeccion en busca de recursos
genéticos o bioquimicos que tenga
aplicacion industrial.

APLICACIONES DE LA
CITOMETRIA DE FLUJO EN
VETERINARIA.

Si bien la citometria de flujo no se aplica
mucho en veterinaria, su uso en futuro
cercano aumentard de manera
considerable en la medida que sea
difundida la posibilidad de su aplicacion
en otras especies distintas a pequefios
roedores. Los viajes modernos, las
migraciones, los cambios demograficos,
el comercio y el abuso de antibiéticos
son algunos de los factores que
incrementan la amenaza de brotes,
emergencia y re-emergencia de varias
enfermedades infecciosas desde el
sector pecuario. Simultaneamente, el
comercio internacional de alimentos se
ha incrementado en los ultimos afios
imponiendo barreras no arancelarias, mas
exigencia sanitaria, mejor tecnologia de
produccién y sofisticadas técnicas de
control de calidad para ser competitivos.

La citometria surge como una nueva
tecnologia en los laboratorios clinicos
veterinarios al igual que las aplicaciones
clinicas en humanos. La citometria en
veterinaria permite el analisis de una
variedad de células animales incluyendo
aplicaciones como el recuento de
reticulocitos, recuento de plaquetas,
inmunofenotipificacion de leucemias y
linfomas o recuentos diferenciales en
médula 6sea en felinos, caninos, bovinos
y equinos (34). T ambién se usa la
citometria de flujo para el recuento de
subpoblaciones de linfocitos en ovejas
(35), diagndstico veterinario de anemia
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hemolitica y neoplasias en equinos (36).
Como es de anticipar , los instrumentos,
reactivos y estrategias de andlisis deben
ser adecuados para este tipo de
aplicaciones al igual que las condiciones
de trabajo de los experimentos.

Quizas las aplicaciones mas importantes
de la citometria en veterinaria se basan,
aunque no se limitan, a los estudios de

la respuesta inmune de infecciones
econémicamente relevantes para: a) la
fabricaciéon de vacunas; b) el
mejoramiento de las vacunas ya
existentes; c) el mejoramiento genético

de especies bovinas y equinas; d) el
desarrollo de modelos de respuesta
inmune en animales como primates no
humanos (especies de Mandriles- Baboon ,
monos Rhesus- Macaca spp y Cynomolgus,
Macaca fascicularis ) con el fin de adquirir

Figura 3.

un entendimiento profundo de la
patogénesis de ciertas enfermedades
infecciosas y la experimentacion de
vacunas antes de comenzar ensayos en
humanos. T rabajos previos describen el
seguimiento de la respuesta inmune
humoral de vacunas contra Mycoplasma
gallisepticum (37), los cuales refieren no
so6lo la prevencion del establecimiento del
microorganismo, sino también a la
prevencion y seguimiento de la
enfermedad. En el caso de Brucella , la
inmunidad protectiva no esta del todo
deducida en animales pero la evidencia
sugiere que lainmunidad celular , almenos
en prospectos de vacunas ADN para B.
ovis y B. mellitensis , esta mediada por
Linfocitos T citotéxicos (incluyendo CD4 *
y CD8 *)y ésta juega un papel importante

en la proteccién contra el microorganismo

en modelos murinos (38).

Ejemplo de un reporte y andlisis por citometria de flujo de una muestra de esperma
de un bo vino. El sistema BD F ACSCount™ AF (BD Sperm Counting S

ystem) usa un Laser de

488 nm que excita la fluorescencia de dos fluorocromos. Uno realiza la tincién del ADN en
todas las células y emite un color amarillo cuando se excita a 488 nm. El otro, so6lo entra las

células que tienen la membrana averiada (células presuntamente muertas o poco viables);

este fluorocromo emite un color rojo cuando se excita a 488 nm. El volumen de la muestra

analizado es determinado por un estandar interno (las microesferas fluorescentes o “beads”)

y los reactivos especificos. El reporte establece una relacién de concentracidn precisa entre
el volumen de la muestra y el recuento de las microesferas permitiendo la produccion de
dosis de inseminacion mas uniformes con un numero especifico de esperma.
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almacenamiento, transmisién en cualquier forma mecanica, electrénica, magnética, optica o
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Otra aplicacion son las infecciones por

Mycobacterium bovis , las cuales

revisten implicaciones econémicas para
los productores de ganado y son una
amenaza constante para la salud
humana. Al ser parasitos intracelulares
gue sobreviven y se replican dentro de
las células del hospedero su deteccion
por métodos tradicionales es limitada y
se requiere una aproximacion mas
avanzada como la biologia molecular o
la citometria de flujo. Algunos paises
usan el Interferén Gama (INF-g) como
marcador prondéstico de los estadios
iniciales de la tuberculosis bovina en
animales no obstante, en bovinos
menores a 18 meses se presentan
reacciones inespecificas en el CF que
pueden dificultar la interpretacion de los
resultados (39).

La otra aplicacion importante de la
citometria de flujo en veterinaria es la

correlacién que existe entre la
concentracién y viabilidad del esperma
y la fertilidad en ganado. Desde los
comienzos de lainseminacion artificial en

bovinos y aves el método primario para

la evaluacion de la calidad del semen se
basa en la inspeccién visual de la
motilidad del esperma bajo un
microscopio con la técnica de contraste
de fase. Este método, si bien es barato

y rapido, es subjetivo e impreciso
dependiendo en gran medida de la

experiencia del oper ador. Los multiples

trabajos de Christensen, Hansen y
colaboradores en el Departamento de
Ciencias Animales de la Real Universidad
Veterinaria y Agricola de Dinamarca son
famosos por combinar métodos
fluorescentes con un citometro de flujo
modificado para el analisis de esperma
bovino en estaciones de inseminacion
artificial (40). Al usar una version
modificada de un citdmetro clinico se ha
desarrollado un método rapido, preciso
gue permite: la seleccién del mejor
semen de toros y cerdos. El CF puede
evaluar la calidad, estructura, funciéony

motilidad del esperma luego de ciclos de

congelacion/descongelaciéon; y , valorar

dafios en el espermay su calidad para la

fertilizacién. De igual manera, este
desarrollo tecnoldgico evidencia la
importancia de unificar los esfuerzos
entre las necesidades del sector
productivo (las Sociedades de
Inseminacion Artificial Danesas), la
empresa privada y los centros de
investigacion de excelencia (la
Universidad) para brindar soluciones
innovadoras al servicio de la comunidad.

APLICACIONES DE LA
CITOMETRIA DE FLUJO EN
AGRICULTURA.

Las aplicaciones de la citometria de flujo

en veterinaria son poco conocidas, al
igual que las aplicaciones en el area
agricola en Colombia es mucho menos
avanzado. Cuando se menciona la
palabra planta se hace referencia a
briofitas, gimnospermas, angiospermasy

demas sin distincion alguna a menos que

se especifique lo contrario.

El maiz, el arroz, el trigo, el sorgo, la
avena, la cafla de azltcar , el algodoén, el
bananoy la palma de aceite son cultivos

importantes desde el punto de vista
econdmico, ecoldgico y de nutricion para

Colombia sin embargo las oportunidades
para avanzar tecnolégicamente con la
citometria de flujo estan lejos. Hay
bancos de germoplasma o extensas
tierras cultivadas de cereales para
consumo humano o para su uso posterior

como hiocombustibles por mencionar los

ejemplos mas relevantes. Dado lo
extenso de la aplicacién de la citometria

de flujo en plantas, que llevaria una
revision adicional mas detallada, esta
revision se refiere a los aspectos basicos
sin profundizar en la terminologia
especializada usada por los expertos. La
aplicacion de la citometria de flujo en la

agricultura plantea problemas
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adicionales. Las plantas tienen paredes
gruesas 0 rigidas, contienen cloroplastos
y otros organelos que son
autofluorescentes lo que de por si
plantea un reto adicional para la
preparacién de la muestra o para los

andlisis posteriores de los datos. T ambién

es necesaria la inclusion de estandares
de comparaciéon que estén previamente
caracterizados o tengan valores
conocidos para la préactica del analisis
citométrico en plantas. Nuevos métodos
de preparacién, procesamiento de
muestras y estandares de analisis se han
materializado para resolver estos
inconvenientes como la preparaciéon de
nucleos completos en soluciones acuosas
que luego pueden ser separados
fisicamente en un instrumento (41). La
obtencién de un ADN de alta calidad es
mandatario para realizar clonacion y
organizar liberarias gendmicas.

La terminologia, al no ser de uso
cotidiano, tiende a ser confusa y

Conteos celulares o eventos

0 200 400
2N

requiere de atencién adicional por parte
del lector para hacer seguimiento a los
resultados de un trabajo o a las
metodologias propuestas en las
publicaciones cientificas. Expresiones

como tamafio del genoma o valorC ( C-

Value ), contenido de ADN nucleary ciclo
celular son incorporadas al andlisis por
citometria de flujo en plantas. De manera
ilustrativa, un aspecto trascendental,

como lo es el ciclo celular , esta

comprendido por las siguientes fases:
Preparacion para la sintesis de ADN o
“G1l"; Sintesis de ADN o “S”; Periodo
previo a la separacion de la célula o “G2”
donde se encuentra la doble cantidad
de ADN que en la fase G1; Finalmente,
la separacion de las células o “M”

La citometria de flujo permite medir la

cantidad de ADN presente en cada célula
y la cantidad de éstas en cada fase. El
histograma que resulta de esta medicion

es similar alos presentados en la Figura
2 Ay Figura 4.

600 800 1000

4N

Contenido de ADN

Figura 4. Visualizacidn representativa de un histograma monoparamétrico del ciclo celular
y andlisis del contenido de material genético (ADN) por citometria de flujo
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La ploidia es un término que describe el
nimero de grupos o0 juegos de
cromosomas dentro de una célula. Una
célula haploide contiene la mitad (n) del
numero normal de cromosomas (2n). Un
diploide (2n) posee dos series de
cromosomas y un poliploide contiene un
incremento del nimero de cromosomas
caracteristico (4n). La ploidia juega un
papel importante en la evolucién de las
plantas permitiendo su adaptacién a una
amplia variedad de ambientes geograficos
y climas a lo largo del tiempo. De ahi la
importancia de realizar estudios para
determinar la evolucion de la ploidia,
estudiar sus categorias, modos de
formacién, atributos ecoldgicos y
moleculares, mecanismos de especiacion,
comportamiento citogenético vy
consecuencias genéticas. La citometria
de flujo aporta informacion valiosa para
los estudios de ploidia en plantas tales
como: 1) cambios en el contenido de ADN
y caracterizacién del genoma; 2)
determinaciéon de la prevalencia y el
tiempo en que ocurren estos cambios;
3) relacion de la genética al
comportamiento de la planta en su
ambiente; 4) La identificacién de plantas
hibridas (1, 42). Como el lector puede
anticipar , la cantidad de ADN presente
en cada planta o célula dependera de
su nivel de ploidia. Por ejemplo, las
plantas tetraploides (4n) tienen el doble
de contenido de ADN y cromosomas que
sus pares diploides y es en este mismo
sentido que se plantea la estrategia para
realizar el analisis de los histogramas y
del ciclo celular . La identificacién de
hibridos es necesaria cuando se quiere
realizar cruces entre plantas ya que
diferentes niveles de ploidia pueden
resultar en inestabilidad genémica o
numero impar de cromosomas lo que
acarrea la infertilidad y bajos niveles de
productividad de estos cultivos.

Una de las grandes ventajas del uso de
la citometria de flujo en plantas es que
para los experimentos se pueden utilizar

partes (como hojas) que permiten dejar
a la planta intacta en el laboratorio o el
campo sin necesidad de pérdida adicional
de los sujetos materia de estudio.
Nuevamente una gran cantidad de
muestras pueden ser procesadas en poco
tiempo o muchas células son leidas en
una corrida produciendo datos con
significado estadistico.

Quizés la aplicacién méas importante de
la citometria de flujo en la agricultura
sea la determinacion del contenido de
ADN. Algunos ejemplos de esta aplicacion
se publicaron para cultivos de café (43),
algodén (44), mas de 21 especies de
Sorgo (45), banano y platano (46) o
palma de aceite ( Elaeis guineensis ) (47),
entre otros. En el caso de
describir el patrén, la clasificacion de la
ploidia de las plantas se basa en las
caracteristicas morfologicas y un sistema
de permutaciones gendémicas que limitan
su aplicacién debido a los largos ciclos
de vida del cultivo o de las extensiones
de tierra necesarios para su cultivo. El
cultivador querra tener la informacion,
por lo menos bésica, de la ploidia de sus
plantas o la composicion del genoma para
planificar las estrategias de
apareamiento. La citometria de flujo
presenta su utilidad, en conjunto con
otros sistemas de marcadores genéticos,
como un método para discriminar de una
manera rapida las colecciones de
germoplasma y confirmar el tamafio o
composiciéon del genoma (46).

Ademas, como método alternativo rapido
y confiable, la citometria presenta de
modo inicial sus ventajas y beneficios
para los cultivadores o investigadores del
sector agricola que requieran hacer
analisis del contenido de ADN en plantas
o descubrir la estabilidad genética de
cultivos autéctonos colombianos y los
niveles de ploidia en diferentes siembras
de café (43), algodon (44) o cafia de

azlcar . El significado biolégicooev  olutiv o

gue arroje el analisis de las posibles

Musa, para
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inserciones o deleciones o variaciones
en el tamafo del genoma por otros
mecanismos aporta interesante
perspectivas para proyectos de
investigacion, sean basicos o aplicados.
Los diversos proyectos genoma que se
han iniciado a nivel mundial no son ajenos
al sector agricola. Los analisis
filogenéticos son necesarios para
entender los origenes y evolucion de las
especies y en el caso de las plantas no
es la excepcién. En este sentido ya se
comenzaron trabajos para tener un mejor
entendimiento de las especies de arroz
(Oryza) mediante la construcciéon de
librerias gendémicas donde la citometria
de flujo jugo6 un papel destacado en la
determinacion del contenido de ADN, el
tamafio del genoma de nueve de las doce
especies de Oryza y el analisis de las
células en divisién. Incluso, con los
modernos métodos se secuenciacion y
analisis molecular las predicciones
humanas sobre la generacién de
“genomas” o0 su composicién pueden
estar erradas y necesitar de clarificacion
0 correccidn en bajo las circunstancias
apropiadas (46). Ademas, la citometria
de flujo presenta una alternativa distinta
que permite fraccionar el genoma nuclear
en plantas realizando sorting de los
cromosomas individuales y asi tener un
método alterno a la secuenciacion
molecular .

Para lograr esto, la sincronizacion del
cultivo celular y el andlisis de datos que
permita realizar tanto el andlisis del ADN
como el sorting de los cromosomas se
puede utilizar un citémetro de flujo de
Gltima generacién los cuales son
bastante sencillos de utilizar a diferencia
de sus antecesores.

AVANCES CIENTIFICOS Y
PROGRESOS TECNOLOGICOS

La disponibilidad de métodos de alta
capacidad de procesamiento (  High-

Throughput ), elincremento continuo de
las capacidades de los sistemas de
computo, los nuevos desarrollos en los
software para analisis y la creatividad
de los investigadores han acelerado los
descubrimientos en la gendmica,
proteémicay los campos relacionados en
el mundo. El conocimiento obtenido en
estas areas augura un futuro promisorio
para entender el impacto directo que los
microorganismos tienen en la vida
humana, las aplicaciones industriales
direccionadas o como fuente de alimento
para animales de crianza. Es comun
observar la integracion de varias areas
del conocimiento cientifico para ayudar
a la resolucién de problemas. La
histologia, la citometria de flujo, los
modelos matematicos, la biologia
sisteméatica y los ensayos funcionales
han unificado esfuerzos para la
investigacion de la respuesta inmune de
un individuo (48); o la integracion de la
separacion celular ( Cell Sorting ), usando
citobmetros de flujo modernos, sirve para
purificar poblaciones de células e integrar
estos andlisis a programas mas
avanzados de protedmica (49).

Por otro lado, los métodos tradicionales
de cultivo determinan sé6lo células
cultivables en una muestra, requieren de
largos tiempos de incubacion o dependen
de las lectur as del observ ador. Esta
aproximacion limitada de la ciencia
permite anticipar que aquellos
microorganismos que estén en un nivel
de deteccién bajo por dafio en la
membr ana celular , que tengan baja
viabilidad, que se encuentren en escaso
namero o que sean de crecimiento
intracelular obligados no podréan ser
observados (10, 25). Otros, tomaran
tiempos mucho mas largos para ser
visibles en los cultivos (39). En este
sentido una sola célula podria, bajo las
condiciones adecuadas, dar comienzo a
una enfermedad, causar una epidemia o
estropear toda la comercializacion de un
lote de alimentos. Técnicas innovadoras
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gue permitan detectar particulas de 0.5
+m e identificar células individuales como
la citometria de flujo cobran importancia
para describir mejor los posibles riesgos
para la salud o para detectar infecciones
antes de su diseminacién. Asimismo, el
uso de nuevos métodos de tincién
fluorescentes que permitan discriminar
dentro de una poblacion los
microorganismos vivos de los no viables
facilitara la deteccion rapida y confiable
de incluso parasitos intracelulares
obligados que en otras circunstancias
necesitarian de métodos de inoculacion
invivo paradeterminar la infeccion o de
cultivos celulares.
intracellularis, que esun microorganismo
gue produce diarreas y muertes subitas
en cerdos de engorde, no crece en
medios de cultivos convencionales debido
a que necesita condiciones atmosféricas
especiales para su crecimiento o cuya
viabilidad se observa en monocapas de
cultivos celulares de entericitos (50).

Al integrarse a métodos modernos (3, 6)

la citometria permite el desarrollo de

nuevos procedimientos de cultivo
bacteriolégico para el aislamiento de
microorganismos desconocidos o0 en
ambientes inhéspitos (11). Dadas las
multiples capacidades de la citometria o
de los instrumentos modernos se puede
modificar las propiedades de deteccion
del FSC (deteccion de tamafio) por la
deteccion y cuantificacion de la
aglutinacién de particulas. En este caso
el anélisis se modifica mediante la

observacién y comparacion de los dot-

plots de las bacterias agregadas de
aquellas no aglutinadas como se observa

en el caso de Leptospira (25). T ambién

se puede tomar ventaja de esta
modificacion de la medicion de las
propiedades del citémetro para la
deteccion de enfermedades
neurodegenerativas en ganado como la
Encefalitis Espongiforme Bovina como una
potencial prueba diagnéstica en suero en
animales ante mortem y no mediante el

Lawsonia

analisis en tejidos por inmunohistoquimica
post mortem (51).

CONCLUSIONES

Colombia tiene un gran potencial
exportador en la industria agropecuaria,
una enorme biodiversidad y la reciente
implementacion de plantas para produccion
de biocombustibles. Sin embargo, el pais
enfrenta permanentemente cruzadas
para desafiar las barreras no arancelarias
gue cada dia son mas notorias en los
tratados de comercio. Esto, se ha
convertido en serias limitaciones para la
entrada en otros mercados de nuestras
exportaciones o de lograr una mayor
participacién internacional con nuevas
tecnologias. Es posible, por ejemplo,
estudiar el contenido de ADN de las
actuales y futuras plantaciones de cafia
de azUcar , maiz, palma o yuca con el
animo de mejorar la genética de estos
cultivos buscando una mayor
productividad y competitividad en pro de
satisfacer la creciente demanda local e
internacional por bioetanol o biodiésel.
Como pais en via de desarrollo Colombia
requiere un enfoque distinto que le
permita plantear serias estrategias
proactivas del uso de sus recursos
naturales que puedan derivarse del uso
de la citometria de flujo en las areas de
la microbiologia, veterinariay agricultura.

Si bien la aplicacién de la citometria en
espacios distintos a la clinica apenas
comienza en Colombia, se perciben
grandes contribuciones por los distintos
grupos de investigacién que actualmente
usan esta tecnologia como herramienta
en sus laboratorios. La busqueda de
novedosos microorganismos, el
entendimiento de la variabilidad genética
de las poblaciones estudiadas, la
produccién de biomoléculas para uso
medicinal, la construccion de genotecas
de ADN o la busqueda de alianzas de
cooperacion internacional son algunos de
los esfuerzos sostenidos que se conciben



Laguado - Aplicaciones de la citometria

en tiempos recientes a nivel nacional con
el animo de unificar el desarrollo de
actividades académicas permanentes, la
transferencia de tecnologia y la
investigacion conjunta.
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