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RESOLUCION 01V-OENO 713B-2025

RECUENTO DE CELULAS DE LEVADURAS MEDIANTE CITOMETRIA DE
FLUJO EN CULTIVOS DE LEVADURAS

LA ASAMBLEA GENERAL,

CONSIDERANDO que los productores de cultivos microbianos iniciadores de uso
enologico y las bodegas necesitan informacion oportuna y precisa sobre la calidad de
los cultivos de levaduras de uso enologico,

CONSIDERANDO que actualmente la mayoria de los métodos de analisis
microbiologico de la OIV se basan en el recuento en placas de Petri, una técnica
robusta y eficaz, pero que requiere periodos largos de incubacion, a veces
incompatibles con la rapidez de los procesos de fermentacion,

CONSIDERANDO que la citometria de flujo es hoy en dia una técnica analitica
ampliamente extendida en diferentes sectores de la industria biotecnologica y
agroalimentaria, que su robustez y fiabilidad estan ampliamente demostradas y que en
el mercado existen numerosas soluciones tecnologicas adecuadas para diferentes
contextos de produccion,

DECIDE adoptar el siguiente método de analisis microbiologico de cultivos de
levaduras, e incorporarlo a la parte II del Codex Enologico Internacional:

RECUENTO DE CELULAS DE LEVADURAS MEDIANTE CITOMETRIA DE
FLUJO EN CULTIVOS DE LEVADURAS

1. Recuento de células de levaduras mediante citometria de
flujo en cultivos de levaduras

2. Ambito de aplicacién

Método para cuantificar las células de levaduras viables, alteradas (membranas
permeables) y muertas en cultivos de levaduras de uso enolédgico, segin la definicion
de la OIV.

Este método, en el que se utilizan dos marcadores, no permite cuantificar las células
viables sin actividad metabodlica (membranas impermeables).

El método es adecuado para analizar preparados de levaduras seleccionadas (LSA'y
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masas madres).

Los limites de cuantificacion dependen de la eficacia del equipo y del método de
preparacion de la muestra.

3. Definiciones

CITOMETRIA DE FLUJO: La citometria de flujo es una técnica rapida de analisis
multiparamétrico de células individuales en solucién. Los citometros de flujo estan
equipados con fuentes de luz laser, para producir seiiales de dispersiéon y de
fluorescencia, y fotodiodos o tubos fotomultiplicadores, para detectarlas. Dichas
senales se convierten en sefales electronicas y se analizan en un ordenador. Las
poblaciones de células se distinguen y caracterizan segin su fluorescencia o
dispersion luminica.

DISPERSION FRONTAL DE LA LUZ (FSC, del inglés forward scatter): Sefial debida a la
dispersion de la luz por la particula (célula). Por convencion, se mide en un angulo de
180° respecto de la fuente de luz; es directamente proporcional al tamafio de la
particula.

DISPERSION LATERAL DE LA LUZ (SSC, del inglés side scatter): Sefial debida a la
dispersion de la luz por la particula (célula). Por convencion, se mide en un angulo de
90° respecto de la fuente de luz; es proporcional a la complejidad estructural de las
particulas.

CANALES DE FLUORESCENCIA (FLx): Senales de diversos colores debidas a la emision
de fluorescencia por los fluorocromos incorporados a las particulas. Las distintas
longitudes de onda se separan por medio de filtros 6pticos y, por convencion, se
numeran correlativamente (FL1, FL2, etc.).

COMPENSACION: Proceso de correccion de la superposicion de la fluorescencia. Se
elimina la senal de un determinado fluorocromo en todos los detectores, excepto en el
correspondiente a su color. Suele aplicarse a los canales FL2 y FL3 para eliminar la
sefial debida al fluorocromo cuyo maximo de emision se sitta en el canal FLI.

RECUENTO VOLUMETRICO: Medida del numero de eventos (células) en un
determinado volumen de muestra. Suele medirse mediante dos electrodos situados a
distinto nivel en la cubeta que contiene la muestra. Pueden emplearse soluciones
alternativas, por ej. una bomba volumeétrica.

EVENTO: Deteccién de una particula individual al atravesar el haz o haces de laser del
equipo. Cada evento se corresponde con una serie de mediciones de distintas
propiedades Opticas y fisicas de dicha particula. Los operadores deben garantizar que
cada evento corresponda a una célula individual. Para ello, han de comprobar que no
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haya agregados celulares (dobletes, tripletes, etc.).

4. Fundamento

Se analiza mediante citometria de flujo en modo volumeétrico una suspension celular,
obtenida por dilucion decimal apropiada de la muestra. El marcaje con colorantes
fluorescentes permite diferenciar entre células con actividad enzimatica (vivas) y
células con membrana citoplasmatica rota (muertas). En algunos casos también es
posible diferenciar una tercera subpoblacion de células. Se trata de células que
presentan actividad metabdlica, pero cuya membrana plasmatica presenta una
alteracion de la permeabilidad. Suele considerarse que esta subpoblacion se compone
de células alteradas pero vivas.

El método propuesto es un método general, con un laser azul y dos fluorocromos.
Existen métodos mas avanzados, con citometros multilaser y marcaje multiple.

En este método se utilizan dos tipos de fluorocromos:

* Yoduro de propidio (YP): Es un agente intercalante. Se une a los acidos nucleicos
(ADN y ARN). Solo entra en las células con membrana plasmatica permeable. Se
considera que se trata principalmente de células muertas o células cuya
membrana estd alterada (por ejemplo, debido a la accién del etanol). EI maximo
de excitacion se sitia entre los 520 nm y los 550 nm; el maximo de emision de
fluorescencia, entre los 610 nm y los 630 nm. Se considera que las células YP(—)
son células viables, y que las células YP(+) son células muertas o con membrana
plasmatica permeable.

« Diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina (DACF). Se trata de un sustrato de la
esterasa que entra en las células y se utiliza como indicador de la actividad
metabdlica (esterasica). La hidrolisis de este éster acetoximetilico por las
esterasas citoplasmicas produce carboxifluoresceina, con un maximo de
excitaciéon a 498 nm y un méaximo de emision de fluorescencia a 516 nm. Su
espectro de emision llega a los 650 nm, por lo que puede ser necesario aplicar
compensacion en otros canales (FL2). Se considera que las células DACF(+) son
células con actividad metabolica (estereasica), y que las células DACF(—) son
células sin actividad metabolica.

Tabla 1. Resumen de la interpretacion de la respuesta a los fluorocromos
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Cuadrante YP(-) YP(+)

DACEF(-) No interpretable Muertas

DACF(+) Viables y activas Células activas con membrana
plasmatica alterada, permeable al YP
(células alteradas)

Nota 1: Se define una poblacion de células YP(-), con membrana plasmatica integra, y
DACEF(-), con actividad metabolica indetectable.

Nota 2: Este método no permite distinguir las células del eventual ruido de fondo. El
cuadrante YP(-) DACF(-) no se puede interpretar.

5.  Reactivos y materiales

Material de vidrio de laboratorio de uso habitual, cubetas para citometria de flujo y
liquido de arrastre, cuando lo requiera el equipo.

Tubos de ensayo (160x0160omm o similares) con 9omL de tampon fosfato salino (PBS)
filtrado con un filtro con un tamano de poro de 0,2oum (pH 7,4).

Diacetato de 5(6)-carboxifluoresceina (polvo) (DACF, CAS 124387-19-5).

Yoduro de propidio (polvo) 950% (YP, CAS 25535-16-4).

Dimetilsulfoxido puro (liquido) (DMSO, CAS 67-68-5).

Cultivo puro de S. cerevisiae (p. €j., cepa ATCC 9763) con una concentracion nominal
de 10° células /M.

Solucion acuosa de NaCl 8,5o0g /1, esterilizada por filtracion o en autoclave.

Solucion de DACF en DMSO o acetona (0,lomg/mL).

Solucion de YP en DMSO o solucion acuosa (Iomg/mL).

Nota 1: Los fluorocromos se diluyen en DMSO. También se puede utilizar acetona. No
obstante, parece que la mezcla de acetona y DMSO produce mas ruido de fondo en el
citobmetro, por lo que se recomienda utilizar solo DMSO.

6. Equipo

Citometro de flujo equipado con una fuente de laser de 488onm (50o0mW) y
parametros opticos FSC, SSC, FL1 (530onm), FL2 (630onm) y FL3 (6700nm).

Agitador vorticial.
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Material de vidrio de laboratorio.

Filtro esterilizante de 0,2oum (preferiblemente de acetato de celulosa, ya que reduce
el ruido de fondo).

Placa de citometria de flujo.

Micropipetas de IomL y 0,2o0mL con puntas estériles.
Balanza analitica con una resolucion de +0,01ng.
Centrifuga de laboratorio.

Nota: No es imprescindible trabajar en condiciones de esterilidad. No obstante, se
recomienda extremar la higiene y utilizar equipos y reactivos estériles.

1. Preparacion de las muestras

La muestra de cultivo de levaduras debera tomarse y transportarse al laboratorio de
forma adecuada. Debera ser representativa de la masa original.

Sera suficiente para el analisis disponer de 50 g de una muestra con las caracteristicas
descritas en la monografia COEI-1-SACCHA, “Levaduras seleccionadas Saccharomyces
spp.” y conservada segun las indicaciones del fabricante.

8. Procedimiento

El analisis por citometria de flujo es inmediato (menos de 3 min en un citbmetro
moderno), por lo que el riesgo de contaminacion por manipulacion de la muestra fuera
de la campana de flujo laminar o durante la lectura citometrica es bajo. No obstante,
se recomienda extremar la higiene y utilizar equipos y reactivos estériles.

El procedimiento siguiente se indica a modo de ejemplo. Los laboratorios pueden
introducir cambios. La citometria de flujo es una técnica que exige adaptar
continuamente las diluciones en funcion del equipo y de la carga microbiana de los
productos que se analicen.

PUESTA A PUNTO DEL CITOMETRO DE FLUJO

Encender el citometro de flujo y realizar un lavado para evitar interferencias en el
analisis. Configurar los canales de adquisicion FSC, SSC, FL1 (adquisiciéon a 5300nm),
FL2 (adquisicion a 630onm) y FL3 (adquisicion a 670onm) en una escala logaritmica.

Se puede considerar que el citometro de flujo esta listo para el analisis cuando no se
detecta la presencia de eventos que puedan interferir en la adquisicion en el canal FSC
durante la lectura de una muestra que contenga tnicamente liquido de arrastre.

Realizar la lectura de un cultivo puro de S. cerevisiae, ajustando, si fuera necesario, los
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voltajes de los canales FSC y SSC para que el pico de la senal en ambos canales se
distinga bien del ruido de fondo. Si el citometro de flujo lo permite, puede eliminarse
la sefial del ruido de fondo optimizando el umbral del parametro FSC. Elaborar un
grafico de puntos integrando las sefales FSC y SSC, localizar la regién que contiene la
poblacion de células de levaduras y seleccionarla mediante una ventana de adquisicion
especifica (figura 1).

TINCION DE LA MUESTRA

En el caso de cultivos de levaduras seleccionadas, proceder a la rehidratacion y
dilucion segtn lo dispuesto en la Resolucion OIV-OENO 632-2021.

Hacer una dilucion decimal de la muestra de levaduras rehidratadas de entre 10° y 10
(dependiendo de las caracteristicas del equipo) con solucion de NacCl.

Proceder al marcaje. Por ejemplo, anadir 10ouL de solucion de DACF y 10ouL de
solucion de YP a 980ouL de vino diluido.

Incubar unos 10 min a temperatura ambiente y en la oscuridad.

Tras la incubacion, homogeneizar y proceder a la lectura de la muestra, previa
configuracion del citometro de flujo en modo de lectura volumeétrica.

Nota 1: La concentracion final de DACF de la muestra marcada esta entre 2omg /Ly
5omg/L, aproximadamente. La concentracion final de YP de la muestra marcada esta
entre 3omg/L y 10omg /L, aproximadamente.

Nota 2: El orden de los fluorocromos carece de importancia. Pueden aplicarse a la vez
en una misma solucion que contenga ambos.

Nota 3: Por lo general, el marcaje es estable durante una hora o incluso mas.
ANALISIS CITOFLUORIMETRICO

Leer la muestra con la precaucion de ajustar la configuracion del equipo para que la
poblacion de levaduras se encuentre dentro de la ventana de adquisicion determinada
previamente con el cultivo puro de S. cerevisiae.

Ajustar los voltajes de los canales FL1y FL2 para distinguir mejor el pico de emision de
la muestra respecto del ruido de fondo (autofluorescencia). Para evitar anomalias
debidas al espectro de emision del DAF, que podria interferir también con el canal FL2,
ajustar como corresponda la compensacion del equipo para restar a FL2 la
contribucion de FL1. Si procede, puede utilizarse el canal FL3 en lugar del canal FL2
para una mejor discriminacion de las senales de fluorescencia asociadas a células vivas
(FL1) y células muertas (FL2 o FL3). Realizar el recuento volumétrico de las células
presentes en la muestra. Integrar en un grafico de puntos los canales FL1y FL2 (o FL3)
para visualizar mejor la separacion de las poblaciones celulares (figura 2). Considerar
como celulas vivas los eventos recogidos en el canal FL1y procedentes de la ventana
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de adquisicion que contiene la poblacion de levaduras, localizada por medio del
grafico de puntos de los parametros fisicos FSC y SSC. Considerar como células
muertas los eventos recogidos en el canal FL2 (o FL3) y procedentes de la ventana de
adquisicion que contiene la poblacién de levaduras, localizada por medio del grafico
de puntos de los parametros fisicos FSC y SSC. Considerar como células alteradas
pero viables los eventos positivos en ambos canales (FL1y FL2 o FL3) tras aplicar la
debida compensacion de las senales.

9. Calculo

Una vez finalizado el recuento volumétrico, tomar nota del niumero de células vivas,
muertas y danadas por unidad de volumen o de peso, en funcion del volumen
muestreado por el citometro de flujo, teniendo en cuenta las diluciones decimales
realizadas. Dado que se trata de un recuento celular directo, el resultado se puede
expresar en “células/g”, siempre comprobando la ausencia de dobletes y tripletes.
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Figura 1. Grafico de puntos FSC/SSC con la ventana de adquisicion de la poblacién de
eventos correspondientes a las células de S. cerevisiae (YEAST) presentes en una
muestra con una concentracion de 10° células,/mL.
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Figura 2. Grafico de puntos FL1 (530o0nm)/FL2 (6300nm) con las ventanas de
adquisicion que contienen la poblacion de eventos correspondientes a las células de S.
cerevisiae vivas (LIVE), muertas (DEAD) y alteradas pero viables (DAMAGED).
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