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INTRODUCCION

En muchas actividades cient{ficas, productivas y analfticas,
los microorganismos constituyen un recursc absolutamente
indispensable.

Pero para que puedan emplearse con éxito en la ensefianza, en
la 1nvestigac16n. en la producclc{n o conversidn de biomoléculas.
en métodos analfticos microbiologicos, como referencia y en un sin
nu’mero de otras aplicaciones, debe asegurarse =111 adecuada
conservacidn. »

Cconservar a los microorganismos significa mantenerlos viables
); estables por el mayor tiempo posible. Existen diversos métodos
para conservar. microorganismos y en el presente trabajo me aboqué
a 1a revision de las caracter{sticas de estos métodos y de los

criterios para seleccionar el mas adecuado para cada caso.



INFORMACION GENMERAL SOERE EL TEMA

La microbicloafa es la cisncia que sstudia & los  organismos

) :
da tamano microscopico vy sus relaciones con el ambiente v . los

ZERres  Vivos. Incluye cirwo arandes grupos aqua cons
bacterias, protozoos, ala@as, hongos, asi como  virus, que en
.

rexlidad s2 ercuenteran a@m el 1imite entrz bionoleculas organizadas
Y zere: vivoz.

La microbicloafa estudia todos losz azpactos de estoz

. . P,

microorganizmeos: donds e encuentran, sus  caracteristicas,  sus
relacicrnes mutuaz y con obroz arupos de organismos, s control vy

en gareral zus =factos para el hombre vy su madio ambierte ya qus

: N g : : N
1oz microorganizsmozs eztan intimamente relacionados a nuestra vida.

a

Mgz

zar hebatartes del cusrpo hunar algunoz  microorganismnos
.
causan enfzrmedades v ze =mplean en la produccion de vacunas vy

‘
cotros estan implicades &n actividades come la fabricacion del

’
Vi =2, yoaurth, en la produccion de penicilinas vy en el

Frocezo de aauaz reziduales. moderadaments se  emplean  para  las
.
bioconvercionss, la produccion d= enzimas, etc. (10)

{2 =z una ciaer

La microbiolog Zia relativamente joven ya que 21
primer regiztro dael munde de lo=  microarganizmos  fus hecho  por

. .
Artory Van Lesuwsnhosk, quien describico 3 difarentes formas  de

’ .
c2lulas alounas esféricaz (cocos), cilirdricaz o en  formaz  da
varillas (ba=iloz) y en espiral (2spirilos)s & la fecha, se siguen

"

rociendo laz trez mizmas formas generales.
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En la busqueda de microoganismos que pudiesen ser
responsables de diferentes enfermedades, Xoch y sus colegas
desarrollaron variocs procedimientos de laboratorio que tuvieron un
tremendo impacto sobre el desarrollo de la microblologfa.

' Entre ellos figuraban procedimientos para tefiir bacterias vy
hacerlas visibles, y te€cnicas para cultivar a los microorganismos
en el laboratorio. (11)

Una importante técnica de cultlivo que ellos desarrollaron fué
el uso de un extracto de clertas algas marinas llamado agar-agar,
que es un sustrato que puede disolverse en caliente en una
solucidn nutritiva y qQue al enfriar se gelifica y permanece
sdiido y‘transparenCe en un amplio rango de temperaturas adecuadas
para el crecimiento de los microorganismos.

Los medios de agar proporcionaron un método excelente para
separar microorganismos, ya que permiten que una ceélula gquede
inmovilizada y lo suficlentemente separada de. otras, para que
sdlo su descendencia forme una colonia y de €sta manera todas las
células sean {dénticas; esta poblacicdn se denomina °'‘clona’’ vy
constituye lo que se llama un cultivo puro. (12)

Una vez obtenido y comprobado que se tiene un cultivo puro
nos vemos en la necesidad de mantenerlo y conservarlo estable y
viable durante el mayor tilempo posible, segun las necesidades de

investigacion, diddcticas, de produccion , ete.



viable significa que se mantenga vivo en una cantidad tal que
permita su multlplicacidh al ser cultivado de nuevo en condiciones
especificas.

Estable quiere decir que no sufra alteraciones que nos puedan
causar cambios o reacclones diferentes fisica, bloquimica o
estructuralmente.

Para ello se hace uso de diferentes métodos cuya eleccion
depende de las muchas circunstancias asociadas a los cultivos vy
que son: (17)

1 Las caracter{sticas fislologicas del microorganismo.

II Uso que se dard al microorganismo.

111 La resistencia a agentes externos.

IV El material y equipo con que se cuenta y el costo de ‘los
procesos.

v El espacio necesario para almacenarlo.

V1l La disponibilidad requerida del cultivo.

En el cepario de la Facultad de Qufmica se ha establecido una
diferencia entre el mantenimiento y la conservacidn de las cepas.
(9) (17)

Por mantenimiento se entiende la preservacién del cultive por
tiempos relativamente cortos (de 2 semanas a 6 meses), mediante

téenicas sencillas que permiten una facil recuperacidh.



Las tecnicas de mantenimiento de cepas son:
-~ Subcultivo o mantenimiento en estado activo.
- Subcultivo con actividad reducida, cuyas variantes son
almacenamiento a bajas temperaturas, uso de tapones metalicos o
’ con parafina, y almacenamiento en nujocl o solucidn salina.

La conservacicn en cambio, es 1la preservacio’n por tiempos
prolongados, que ademds de la viabilidad aseguren la mayor
estabilidad de la cepa, aunque la recuperacicdn sea m&s complicada.
Estos métodos requieren mes equipo y personal especializado y son
principalmente:

- Desecacidn.
- COngela;clcfn a - 20° ¢, -70° C, o en nitrdgeno lfquido.
- Liofilizacidn.

— Metodos espec{ficos.



A continuacidn se analizardn las caracter{sticas de dichos
métodos.

METODOS DE MANTENIMIENTO

Subcultivo en estado activo, Consiste en transferir al

microorganismo peribdicamente a un medico fresce e incubarlo en
condiciones dptimas durante el tiempo necesario para alcanzar la
fase logar{tmica tardia.

Las condiciones mas importantes a considerar en la
utilizacidn de este método son: (3) (&) (3) (7) (21)

- El medio de cultivo, que debe ser adecuado para
cada microorganismo, deben evitarse los medios en los que se den
cambios importantes de pH y 1los selectivos, ya que pueden
enmascarar una contaminacidn.

- La incubacidn que debe ser en condiclones dJptimas,
considerando no solo la temperatura, sino todos los paréﬁetros
ambientales como; aireacidn, agitacidn, luz, humedad, etc. y debe
mantenerse unicamente el tiempo necesario para alcanzar la fase
logar{tmica tardfa de desarrollo del microorganismo.

- Las condiciones de almacenamiento, incluyendo, no solo la
temperatura, sino también la humedad v proteccidn de la luz.

- El perfodo de resiembra, que debe ser 1o mis largo posible

pero sin comprometer la viabilidad del cultivo, desde luego



depende del microorganismo; por ejemplo, algunas bacterias tales

como Staphylococcus spp. y Coliformes pueden sobrevivir por varios
meses pero los mds delicados como Neisseria spp. pueden requerir

un subcultivo cada dos semanas.

Entre las ventajas de este método tenemos que el costo del
equipo requerido es muy bajo, slempre se cuenta con cultivos
disponibles, y faciles de obtener, y es aplicable a un gran ndmero
de microorganismos,

Entre las desventajas de este método, la que mayor pesc tiene
es el riesgo de contaminacich por la frecuencia de los subcultives
aunque este riesgo puede ser reducido por la ejecucion de una
buena tecnica bacterioldgica y por la adecuada prueba de
esterilidad del medlo de cultivo, antes de usarlo.

(Generalmente se resiembra en dos tubos, para que uno de
ellos se use como '' stock '' y el otro para hacer las pruebas
necesarias y resiembras, reduciendo as{ el riesgo de contaminacidn
del stock al manipularlo menos. Los riesgos de mal etiquetado o
equivocacidn de cultivos son altos, particularmente cuando llas
cepas necesitan subcultivos frecuentes. El1 riesgo se incrementa
cuando el operador estd fatigado y puede ser dlsm&nuldo en clerta
forma con el maximo or.den al etiquetar, acomodar los tubos por
sembrar y el indculo, y en general, por las practicas adecuadas de

trabajo. El etiquetado debe ser tan claro que no haya riesgo de



error en la lectura). (7) (17}

Pero la mayor desventaja de este método es el riesgo de
pérdida de estabilidad, qﬁe se incrementa con la frecuencia del
subcultivo. Un indculo grande reduce el riesgo de seleccidn de
mutantes espontaneas pero requiere mayor cuidado para evitar
contaminaciones; desde luego slempre debe probarse la pureza de
los subcultivos antes de uso o de enviarlo al sollicltante.

Reslembra con actividad metabolica reducida. Estas tecnlcas

se llevan a cabo mediante resiembras pericdicas mas espacladas que
el subcultivo normal, aplicando mecanismos para reducir el
metabolismo de los microorganismos; estos mecanismos consisten,
por ejemplo, en restringir la entrada de aire al medio de cultivo
o almacenarlio a bajas temperaturas.

a).- Debe tenerse mucho cuidado de que si se hace por sellado
del tubo de cultivo é&ste quede bien sellado, va que puede
deshidratarse o contaminarse si hay un mal sellado.

b).- Cuando se usan bajas temperaturas deben emplearse
anticongelantes como el glicerol al 10 % para evitar la formacion
de cristales, este anticongelante debe ser esteril, inocuo y no
tener inhibidores. (7)

Estos me€todos como el anterior, tienen las mismas ventajas
agregandose que como requiere menos resiembras, se utillizan menos

nedios de cultivos y materiales; aunque las desventajas son muy



parecidas nos ofrece la posibilidad de conservar por mak tiempo al
microorganismo, disminuyendo, aunque poco, los. riesgos de
contaminacicn y perdida de estabilidad.

c).- Para restringir la entrada de ailre se utilizan tapones
'de corche c¢con parafina o tapones metalicos o bien se cubre al
cultivo con una capa de aceite mineral estéril.

Uso de tapones de corcho impregnados de parafina o metdlicos.

En esta teécnica se siembra al microorganismo en tubos con
medio sdlido 1inclinado y cuando ya se ha desarrollado, se
sustituye la torunda por un tapdn de corcho esteril ¥ se sella con
parafina fundida. O bien, se tapa con un tapén metéllco. por
ejemplo de aluminio.

La eficacia de este método de conservacion puede mejorarse
para aumentar el tiempo de duracldh del cultivo, combinandolo con
almacenamiento a bajas temperaturas. (21)

Uso de una capa de acelte mineral esté}il {nujol). En este

ndtodo se cultiva al microorganismo en un medio sdlido Y una vez
desarrollado, se le agrega acelte mineral estéril hasta cubrir
completamente al medio de cultivo y se tapa con cierre hermetico.
EL fundamento de este método es el mismo que el anterior, ya que
se mantiene la actividad metabdlica reducida porque se suprime el

intercambio gaseoso, pero presenta la gran ventaja de que pernite



tomar a voluntad una muestra del cultivo bajo el aceite, con el
alambre de lnoculacidh. para sembrarlo en un medio nuevo,
conservando protegido el cultivo original.

Suspensiones de microorganismos en solucion salina esteril.

Este método consiste en suspender un cultivo de fase logarf{tmica
tardfa en solucidn saltina estéril, en la cual el microorganismo
detiene su actividad metabdlica por falta de nutrientes, en un
amblente libre de catabolltos e isotdnico lo cual evita toxicidad
¥ dafio fisico . (17)

En el caso de algunos microorganismos haldfilos se pueden
usar concentraciones mayores de NacCl para mantener al
microorganismo en su dbtlma presiJn osmdtica.

Esta tecnica se aplica con mwmuy buenos resultados - al
mantenimiento de hongos contaminantes y saprdfitos. suspendiendo
las esporas en solucich salina isotdnica estéril y almacenando a
temperatura ambiente.

Para algunos actinomicetos y bacterias conviene combinar con
almacenamiento a baja temperatura, para prolongar la duracion del

microorganismo en suspensxdh. (7) (21)
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METODOS DE CONSERVACION

Como ya se menciond se entiende por conservacioh la
preservaclo’n por perio'dos de, por lo menos 6 meses para cepas
 muy sengibles, hasta 15 afios S mas.

A continuacicn se analizan brevemente las caracterf{sticas y
aplicaciones de los mds importantes:

- Desecacidn,
- Congelacidn.
- Liofilizacidn.

DESECACION O DESHIDRATACION

La desecacidn comoc nétodo de conservacion ha sido
extensamente usado., Existen varias técnicas pero todas consisten
en remover el agua y prevenir la rehidratacicn. (3) {7) (21)

Este método se realiza colocando una suspensio'n del
microorganismo en un soporte inherte y estér!l y se provoca la
deshidratacion en condiclones espec{ficas de secado, dependiendd
del microorganismo de que se trate. El envase donde se coloca el
soporte estéril con el indculo debe sellarse despues del secado.

El fundamento de este m€todo es que se disminuye la actividad
metabdlica debido a que baja la ou, es decir que no hay agua
disponible para reacciones metabdlicas. Esta tedenica se puede
realizar con los siguientes soportes: arena, suelo, kieselguhr vy

sflica gel. Los hongos esporulados sobreviven por secado sobre
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suelo y varias especies han sido conservadas por perfodos mayores
a diez afios sin cambios en sus carater{sticas.

Discos o tiras de papel. El almacenamiento sobre papel ha
sido ampliamente usado para algunas levaduras y Staphylococcus
B8Sp. después de deshidratadas pueden almacenarse en paquetes
dentro de contenedores herméticamente cerrados o entre tiras de
pildstico adhesivo, proporcionando un método barato para el envio
postal de un gran nlimero de cultivos. ({3)

Tabletas pre-deshidratadas. Varios materiales tales como el

almldgn. la peptona o dextrosa se usan para hacer tabletas
pre-deshidratadas sobre las cuales se coloca por goteo, pequeiios
volUmenes de la supensiGn del microorganismo; despue% de esto se
secan y almacenan al vacfo. Este método ha sido aplicado a

bacterias muy delicadas como Neisseria gonorrhoeae y Vibrio

cholerag, las que son muy diflciles de liofilizar. (3) (7)

Discos de gelatina. En éste método, originalmente descrito
por Stamp (1947) , los organismos se suspenden en un medio
nutritivo de gelatina, se colocan gotas de esta Euspensléh en
cajas Petrl estériles y se deja solidificar.

Las gotas ya secas pueden llofilizarse o deshidratarse y los
discos resultantes se almacenan en sflica gel o penthido de
£Ssforo. Una gran variedad de bacterias han sido conservadas por

éste método ¥ se ha reportado viabllidad y estabilidad después de



3 a 10 afios, segﬁn la cepa de que se trate.

Existen una gran variedad de soportes para conservar a los
microorganismos por el método de sBecado, pero en general el tiempo
de supervivencia varfa dependiendo de los sigulentes factores.
1).~ La clase de microorganismo.

2).- El material sobre el que los microorganismos se desecan.

3).- La perfeccion del procesc de desecacién.

4) .- Las condiclones ffsicas a las que se expone al organismo
desecado, por ejemplo; luz, temperatura y humedad.

‘ Algunos investigadores han descrito modificaciones o
procedimientos sencillos de secado para la conservaciéh de
cultivos; los siguientes son algunos de los méé notables:

a) Una répida deshidratacion al vacfo, bajo un desecante o
una combinacion de dos es preferible a una lenta deshldrataciéh.

b) La presencia de materiales protectores por ejemplo; una
leche bacterioléglca o suero aumentan la supervivenclia.

c) Los cultivos deshidratados se conservan vivos por maé
tiempo si se refrigeran, que si se mantienen a temperatura
ambiente.

d) Se tienen algunas otras referencias: Brown conservd cepas

de Streptococcus, Pneumococcus y Streptococcus haemolyticcus por 4

a 12 affos, deshidratadas en suero o en sangre, BEobre piezas de

papel flltro, dentro de botellas con vac{o, conteniendo cloruro de



calclo. Rhodes report6 88 % desupervivencia por per{odos mayores
a 13 afios de 61 generos de hongos, que conservd desecando
suspensiones de esporas y micelio en gotas de suero de caballo; la
deshidratacidn la realizo con pentdxido de fosforo y al vac{o,
seguida de sellado

En cepas de Blastocladiaceae absorvidos en tiras de papel

filtro, deshidratadas lentamente, se ha tenido una alta
supervivencia después de 12 a 17 ahos.

Entre los métodos de conservacidn a largo plazo, la
desecacidn puede ser muy Jcil y eficaz, peroc no es la mejor
seleccidh sin antes probarlo con cada cepa vy soporte en
particular, La viabilidad por largo tiempo =se ha encontrado
moderadamente buena; la estabilidad de las carater{sticas de la
cepa parece ser muy espec(fica de cada caso. La contaminacidn es
probablemente menor que en el método de los subcultivos. E1l costo
del equipo es bajo y ninguna de las técnicas involucra una gran
labor manual en relacidn a 1la viabilidad esperada. Por la
simplicidad de 1las tdenicas algunas pueden utilizarse para
almacenar gran nimero de microorganismos y la recuperacioﬁ es en

general, muy sencilla. (3) (5) (7) (2t)
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CONGELACION
Este mndtodo se basa en la reduccion de la actividad
metabdlica a temperaturas muy bajas. Aunque el congelamiento

inicial mata a algunas células. la mayor parte de dstas sobreviven

-y permanecen viables y estables durante prolongados perfodos;

se considera que estas células estsn en estado latente.

La congelacién por s{ misma provoca dafios irreparables a las
células, para ninimizar estos efectos dafilnos como son la
formacidn de cristales de hielo y las altas concentraciones de
sales que resultan al congelar los l{quidos de las células deben
considerarse los siguientes factores: (3) (5) (7) (21)

- La velocidad de congelacion puede causar 1la formacion de
cristales que provoquen daﬁorffsico en las células.

- El uso de agentes crioprotectores como el glicerol o el
dimetil sulfoxido (DMSO) al 10% reduce los efectos electrolfticos
durante la congelacidn; estos agentes deben ser esteriles y no
contenér ninguﬁ inhibidor, también se recomienda una mezcla de B8 i
de azdcar y 10 % de DMSO, y una variedad de azucares, aminocacidos,
polialcoholes, poli€steres incluyendo polivinil-pirrolidona, suero
de mam{feros hasta el medio de Nylor y Smith's, pero en general es
necesario, determinar para cada cepa y tenperatura de congelacidﬁ
cual es mejor protector.

La edad fisiologica del cultivo tambien es importante; se ha

detectado que las células en fase estaclonaria de crecimiento

15



presentan mayor resistencia a los dafios f{sicos.

Finalmente la velocidad de descongelacidn es otro factor
muy importante; debe ser controlada para evitar 1los choques
térmicos; la temperatura a la cual se lleve a cabo y sobre todo el
tiempo, varfan segdn la temperatura de congelacidh v el
microorganismo, pero constituye una dificultad en la recuperacion
y un punto que debe controlarse con sumo cuidado. Para la
conservacion por congelacioﬁ. existen tres variantes: (3) (5) (7)
(21)

a) Congelacidn a - 20° ¢ .

b) Almacenamiento en dicdkido de carbono sdiido o nieve
carbdnica a - 70° C,

c) Almacenamiento en nitrogeno lfquido a - 196° C.

En todos los casos la muestra se prepara para obtener una
suspensidn muy concentrada del microorganismo en un medio de
cultivo, conteniendo un agente criloprotector; la suspensidh se
coloca dentro de pequefios viales o ampolletas, bse sella y Bse
congela a velocidad controlada, segu’n el tipo de metodo utilizado,
el medio en el cual se suspende al microorganismo varfa
dependiendo de las caracter{sticas propias del microorganismo y
puede ser desde agua destilada estéril hasta soluciones con un
alto contenido de azdcares.

Las ampolletas o viales se almacenan en congelacidn lo cual

constituye una de 1las principales limitacliones del método. pues
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cada ampolleta procesada mantiene ocupado un espacio en el equipo,
que es costos0o en general.

Cuando se usa la congelacidh en nitrogeno 1fquido, deben
considerarse los sigulentes aspectos:

a) El nitrdgeno se evapora continuamente y debe reponerse
periddicamente.

b) El cuarto en el cual se almacenan los contenedores debe
estar bilen wventilado y contar con alarmas que indiquen
deficiencias de oxfgeno, va que una concentracich de 19 % de
oxigeno en el medio ambiente se considera el nivel mfnimo de
seguridad para estar en contacte con nitrd&eno. Cuando se
encuentran de 16 a 17 % de ox{geno se presentan vé}tigos, de 14 a

15 % de ox{geno se presenta torpeza, retortijones, calambres

AN <

vdmito y cuando el oxfgeno baja a tan solo 12 % o menos de 14
mezclado con nitrdgenc se han reportado muertes con tan solo 20 o
30 segundos de exposicidn a esta mezcla. (7)

¢) Cuando las ampolletas conteniendo la cepa se sumergen en
nitrégeno 1fqu1do, Este puede penetrar en una grileta o falla de la
ampolleta y cuando se le saca del almacenamiento se expande el
nitrdgeno causando que la ampolleta explote. Este peligro para el
personal y el medio ambiente se elimina colocando las ampolletas
en un contenedor de acero que aunque no evita la pé}dida del
cultivo, si protege al personal, o bien utilizando nitrogeno en

fase gaseosa para almacenar las ampolletas o usando materiales
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suaves para contener a los microorganismos, por ejemple los hongos
no—pato’genos pueden congelarse dentro d.e popotes. (21}

d) Los contenedores con nitrogeno 1fquido deben ser
escurridos y limpiados perio’dicamente y reaprovisionados, c¢on el
nitro’geno que se haya evaporado.

La congelacidn en nitrc;geno i1fquido se usa para conservar
bacterias, virus, hongos y preparados celulares; el equipo que se
necesita es comparable en costo y mantenimiento con el usado para
la liofilizacidn, pero se mantiene ocupado para almacenar las
cepas conservadas. Este metodo no se puede aplicar a
microorganismos sensibles al frio y pPresenta una baja viabilidad
por los dafios celulares que provoca, ademas de que es diffcil ) la
recuperacich.

como ventajas de la congelacicn sobre otros metodos de
conservacloﬁ. se tiene que es aplicable a un gran nimero de
microorganismos, las cepas as{ conservadas, presentan una gran
estabilidad y se mantienen por largo tiempo dependiendo del tipo
de microorganismo.

por ejemplo. Helicobacter pylor!{ es diffcil de aislar a

partir de biopsias géstricas. pero es au’n ma's diffcil de
conservar. Plerde viabilidad en menos de 7 pases, cuando se
subcultiva, y la liofilizacidn causa muerte total en los cultivos.

Para conservar Helicobacter pylori la unica posible seleccidh

es la congelacion a - 70°C o preferentemente en nitrdgeno 1{quido,
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a -193° C con un crioprotector como mucina de cerdo al 10 % (19)

otro ejemple interesante es el de la conservacidn de cepas de
Escherichia coli enterotoxlgénica (ETEC), reportada por Yoh y cols
de la Universidad de Osaka, quienes encontraron que la
toxigenicidad se pierde facllmente en cepas liofilizadas, pero se
‘mantiene estable en cepas conservadas a - 80° C en tripticasa soya
caldo + 20 % de glicerol. Ellos mismos recomiendan a falta  de
congeladores el mantenimiento en tubos inclinados c¢on medio de
huqvo de Dorset, compuesto por huevo de pollo en NaCL al 0.9 % en
relaciéh_ de 4:1 y almacenados a 4° C para no perder la
toxigenicidad. (20)

Kepes y Kepes vislumbraban una Importante aplicacidﬁ de la
congelacioh a - 80° C y - 193° ¢ para conservar cultivos en
crecimiento sincronico con esta cualidad. (2)

La congelacidn ultra rapida a velocidades de enfriamiento de
400° c/min. tamblien ha dado buenos resultados para la conservacidn

de especies de Pseudomonas y Arthrobacter del suelo. Sidyakina y

colaboradores (12) han aplicado la congelacién ultra répida a
estas especies y a mezclas de ellas, con el propgslto de llegar
a una satisfactoria criopreservacidn de comunidades microbianas en
ambientes naturales, como el suelo bajo la hipétesls ae que dicho
habitat natural juega un papel! muy importante en la resistencia de

las células al '‘stress'' causado por la congelacidn.
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LIOFILIZACION

La liofilizacién es un método de secado a temperaturas muy
bajas, se logra congelando el material, en este caso, la
suspensidn microbiana a temperaturas de - 70°C a - 90°C vy
sometiendola a vac{o del orden de 50 micrones de Hg para sublimar
el hielo y desecar las células. (9) (21)

Se utilizan suspensiones concentradas de células que como
minimo debe contener 1.0g células / ml en un agente crioprotector y
se distribuyen en pequefios viates o ampolletas; se c\qngelan a
temperaturas de - 70%a - 90°C en una mezcla de hielé seco ¥y
dicxido de carbono. Se recomienda colocar las ampolletas
Mgeran{ente inclinadas para que al congelarse se forme una cufa, o
sea, una capa mds delgada de hielo y que al sublimarse la capa
inferior del vial no se deshlele y provoque espuma, lo cual
causarfa un aumento en la mortalidad del cultivo. Una vez
congelada la suspension, se somete a alto vac{o, el hielo presente
se sublima y se deshidrata la susptEnslc;n bacteriana; como el hielo
pasa directamente a fase&: vapor la estructura de ) los
microorganismos se conserva con un minimo de dafio a las delicadas
estructuras celulares. Los viales o ampolletas se sellan y se
almacenan en refrigeracidn.

El sigulente diagrama muestra las etapas del proceso de

liofilizacicn.
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DIAGRAMA DEL PROCESO DE LIOFILIZACION

[Verificacion de la identidad de la cepaj

Preparacion del medio Lavado de ampolletas
de cultivo y del de vidrio Pyrex.
soporte.

Prueba de purezal

Pruebas de esterilidad Propagaclon Etiquetado y tapado.
de medio y soporte. de la cepa.

Esterilizacion,

Cosecha y
envasado

Congelaclion

[Primera etapa de la sublimacio:

(baja temperatura)

Segunda etapa del secado
{llegar a temperatura ambiente)

Almacenamiento temporal
en desecador

Sellado con vacio

Controles

Prueba de sellado,
lvacfo, viabilidad
estabilidad y hume-
dad residual.

Elaboracion de re-
glstros.

Almacenamiento

21



La llofilizacion da excelentes resultades, aungue el proceso
es costoso, laborioso y algo complejo; por ello es muy importante
que sea realizado pof personal especializado y que se consideren
los siguientes factores.

a) Es primordial tener seguridad en la jidentidad de la cepa,
antes de proceder a Bsu conservacion. Ademas, al momento de
propagarla, cosecharla y al terminar el proceso deben hacerse
pruebas de pureza.{1} (2) (8)

b) La suspenslén microblana debe ser 1o mas concentrada
posible; 10s c€lulas/ml es el mninimo indispensable en la
suspensién para lograr una adecuada supervivencia. En las cepas
de facil y abundante crecimiento se usan suspensiones con 10'1
10*°celulas/ml.

¢) La edad flsiol&glca del cultivo es déterminante para la
supervivencia y la recuperacidn. En general se cosechan c€lulas de
fase logar{tmica tardia, pero para ciertos microorganismos es
preferible utilizar esporas.

d) La seleccidh del agente crioprotector es otro punto muy
importante; existe una amplia variedad de suspensiones y flu{dos
disponibles en el comercio, ademas de los que uno puede preparar
por conveniencia para alguna cepa en particular; estos agentes
protectores son necesarios, tanto para prevenir la total

deshidratacidén como para neutralizar los efectos de los
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electrolitos. Los mas utilizados son productos naturales complejos
tales como el suero y la leche descremada al 10 % as{ como algunos
carbohidratos: glucosa, sacarosa, inositol o dextranas. Otros
.agentes protectores que son utilizados van desde la gelatina,
polivipirrolidona, glutamato, peptona al 10 % en agua y polioles
como adonitol y beta-glicerofosfato, entre otros. (7) (1) (2) (6)

e) Las ampolletas o viales deben ser de vidrio Pyrex, pues es
el uvnico que resiste la congelacicn, el vacfo y el sellado.

£) Las ampolletas o viales deben identificarse
cuidadosamente; para evitar errores se‘ usa el grabado en el vidrio
con nu’meros que no sean fa’ciles de confundir o 1las etiquetas
dentro de las ampolletas, asegurando su inocuidad v su
legibilidad. (21) »

g) El envasado de la suspension debe realizarse con sumo
cuidado para evitar errores, contaminaciones introducidas por
un mal manejo y defectos que se hagan evidentes al finalizar el
proceso, como chorreado de las paredes o dafho en las etiquetas.
(7) (17) (21)

h) Durante el proceso deben evitarse la desccngelacxo'n yv/0
la formacidn de espuma, pues ambas cosas producen dafo celular.

En la parte final del secado, la temperatura debe
incrementarse lentamente hasta. igualar la temperatura ambiente.

1) La humedad residual debe ser de 1 a 4 %. Si es menor,
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puede haber dano celular y si queda mas de 4 % la actividad del
agua (au) es insuficiente para detener toda actividad celular.

Una vez retiradas de la liofllizadora las ampolletas deben
transferirse a un desecador, en tanto son selladas.

1) El sellado de las ampolletas, debe efectuarse 1o mas
répidamente posible y puede llevarse a cabo bajo vacfo o© con un
gas inerte.

k) Después del sellado se inspecciona cada ampolleta para
checar que no haya grletas o defectos de sellado y en su caso,
que haya vacfo.

1) Las cepas liofilizadas se almacenan en la obscuridad vy
preferentemente a una temperatura frfa estable; la refrigeraciéh a

40

(o] da muy buenos resultados, excepto en el caso - de
microorganismos senslbles al frfo que se conservan mejor a
temperatura amblente.

m) Cuando se trabaja con patdgenos peligrosos se requiere de
un procedimiento estandar, los organismos clasificados en el
HOWIC CODE OF PRACTICE (DHSS, 1978) como patdgenos categoria * A *
o categoria * B * estan sujetos a pradcticas bien definidas para
el laboratorio usando gabinetes de seguridad aprobados, personal
calificado y especlalizado, accesos restringldos, etapas de
contencich y as{ sucesivamente. Segun experiencias de la NCTIC, la
centrifugacidn por s{ misma es peligrosa ya que puede suceder
algin accidente por grietas en las anmpolletas o durante el
etiquetado o el embalaje. Las ampolletas contenlendo patdhenos
Pellgrosos tienen que ser procesadas con sus tapones de algodoﬁ
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insertados a una adecuada profundidad, se precongelan en dicxido
de carbono sdlido pulverizado antes de transferirlas a la
liof{lizadora.

Se recomienda el uso de una pequena unidad de liofilizacion
esterilizable exclusiva para este tipo de microorganismo ya que en
algunos modelos la esterilizacion de 1la maquinaria no es muy

facil.(7) (21)

RECUPERACION., - Después de un buen proceso de lioflllzacidh para

contar con un buen cultivo, se requiere una adecuada recuperacidﬁ
del‘ microorganismo liofilizado. El porcentale de recuperacion
depende &e la rehidratacidn y el manejo subsecuente. (7) (21)

Se ha determinado que la temperatura a la cual se efectia la
rehidratacion, la velocidad de calentamiento y el voldﬁen del
medio de rehldrataciéh producen efectos diversos. El mayor efecto,
sin embargo es el de la composlcidh del medio de rehidratacidn.

Aunque la liofiiizacidn solec remueve agua, la simple
rehidratacidn con agua no es satisfactoria, probablemente porque
se presentan fenéhenos osmoticos que dafian a la membrana.

Se ha encontrado que la recuperacidn de Spirillium _atlanticum
se incrementa usando una suspensidn con 24 % de sacarosa en vez de
agua destilada para rehidratar.

En general, para recuperar cepas bacterianas, se recomienda
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usar algun caldo nutriente como el medio de rehidratacion.

Hay que tomar en cuenta que las ampolletas que han sido
cerradas al vacfo deben ser cascadas suavemente para permitir que
el aire penetre muy lentamente. (7) (21)

El medio de rehidratacion se adiciona sobre el material
liofilizado con una pipeta Pasteur estéril y se mezcla suave vy
cuidadosamente, evitando la formacidn de espuma y la posible
creacion de aerosol, ya que este contamina el ambliente.

El material rehidratado se transfiere a un medio de cultivo
fresco, probado de esterilidad y se incuba.

Reactivaclén.- Las cepas 1liofilizadas pueden utilizarse
generalmente despué% de la primera slembra y en ocasiones
directamente del liofilizado pero en algunas ocasiones, como en el
caso de otros métodos de conservacio’n. se requiere una
reactivacidn que consiste en, resembrar la cepa por lo menos 2 o3
veces cada 12 horas por el tiempo indispensable para llegar, a ia
fase logar{tmica media. (9) (17)

S1i la cepa esta congelada o refrigerada se le adiciona medio
fresco frfo y se deja a temperatura ambiente para que alcance el
equilibrio con la temperatura del cuarto; despué% se incuba a la
temperatura Sptima del microorganismo.

Si la cepa estd seca se puede recuperar adicionando un medio

1{quido nutritive moderado, se deja hidratar en un lugar fresco,
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por 1 a 4 horas y despues se incuba a temperatura optima. (17)

Finalmente, en las cepas liofilizadas es especlialmente
importante la realizacion de controles perida(cos de viablilidad y
estabilidad, dado el largo tiempo de conservacion qQue permite este
metodo.

51 hubiese alteraciones de la estabilidad o si las cuentas
han bajado, es necesario rehidratar vy hacer una nueva
liofilizacidn.

Estos controles deben hacerse anual o semestralmente, aegdh
el microorganismo de que se trate y desde luego, deben registrarse
todas las pruebas y resultados en el expediente de cada cepa;
conviene graficar la viabilidad vs tiempo para reemplazar el ISte
lloflllzédo sl hay un cambfo en la pendiente.

Ventajas y desventajas.- Entre las muchas ventajas de 1la
1iofilizacidn estan la gran estabjlidad del producto, la facilidad
de la distribucidn del producto, por ser el envase tan pequeho
como viales o ampolletas; las células as{ conservadas se mantienen
por tiempos mas largos de los logrados con otros métodos de
conservacich, el espacio requerido para almacenar cepas
liofilizadas es muy pequefio y facil de mantener, si se le compara
con el requerido para la conservacioh con nltroéeno 1{quido;
tambien se reducen los dafios que sufren las células por la
aplicacidn de muy bajas temperaturas, y los riesgos de errores vy

contaminaciones; finalmente la lloflllzacio% no ofrece riesgos en
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1a recuperacldn y su realizaciofi es muy sencilla. (3) (4) (7) (21)

Este método posee tambie’n algunas desventajas, por ejemplo
que requiere de equipo muy costoso para realizar el proceso; se
requiere ademss de personal bien capacitado y especializado. Cono
se puede ver hasta aqui, la desventaja estriba en el costo de la
inversich y, por ultimo hay algunos microorganismos que, dadas
sus caracterfsticas particulares no resisten la liofilizacion.

Sin embargo, la 1liofilizacidn sigue siendo el mdtodo de
eleccich para un gran numero de cepas en materia de conservaclidh a
largo plazo y constantemente se estudia, adapta y mejora el metodo
para diversos fines.

Por ejemplo, para actinomicetos de uso industrial permite - 1la
mejor conservacidn posible, evitando la degeneracicn por
subcultiveo que conduce a la pérdida de la capacidad Qe producir
algdn metabolito de interes industrial probablemente por la

pérdida de plésmidos.
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la recuperacidn y su realizaciof es muy sencilla. (3) (4) (7) (21)

Este método posee tamble’n algunas desventajas, por ejemplo
que requjere de equipo muy costoso para realizar el proceso; se
requiere ademas de personal bien capacitado y especializado. Como
se puede ver hasta aqui, la desventaja estriba en el costo de la
inversion y, por ultimo hay algunos microorganismos que, dadas
sus caracterfsticas particulares no resisten la llofilizacich.

Sin embargo, la liofilizacidn sigue siendo el metodo de
eleccio’n para un gran nﬁmero de cepas en materia de conservacio’n a
largo plazo y constantemente se estudia, adapta y mejora el método
para diversos fines.

Por ejemplo, para actinomicetos de uso industrial permite  la
mejor conservaclidn posible, evitando la degeneracicn  por
subcultivo que conduce a la pe’rdida de la capacidad de producir
algtfn metabolito de interes industrial probablemente por la

pérdida de pldsmidos.
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REGISTRO E INFORMACION DE .LAS CEPAS

bualquiera que sea el meétodo de conservacldk' seleccionado,
es indispendable marcar cuidadosamente cada disco, ampolleta
o vial, aseguraﬁdose de que no haya lugar a confusiones y mantener
un expediente con los datos de la cepa y del proceso de
conservacion. (17)

Las etiquetas 6 grabado de discos, ampolletas o viales deben
tener el nombre y nﬁmero de microorganismo, el nﬁhero de proceso
(liofilizacion, congelaclo’n. etc) y la fecha; las etiquetas se
usan dentro del vial o ampolleta, manteniendo las datos libres de
suspensi&ﬁ microbiana; los discos de papel y celulosa se marcan
directamente.

- El expediente de cada cepa debe contener la siguiente
informacion: (21) (7) (9) (17)

- El nombre vigente de la cepa, su nﬁhero de registro y, en
un recuadro espec{fico, la sinonimia y los nﬁheros de registro en
otras colecciones.

- Los datos de su origen, tales como donador y forma de
localizarlo, o bien fuente de alslamiento, me’todo. personas que
realizaron el alslamiento y la identificacion.

- Los resultados de las pruebas realizadas; ' pureza,

morfologf{a, macro y microsco’plca, caracter{sticas bioqufmicas,
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serologicas, genéticas, productos de blos{ntesis,
requerimientos nutricionales, etc., sefialando método de prueba.

También deben senalarse en los registros los resultados
atfpicos.

- Las referencias bibiograficas pertinentes.

- Los datos del proceso de conservacion: persona (s) que
realizo los preparativos, pruebas, proceso y controles; fecha,
equipo utilizado e incidentes si 1los hubiera. Generalmente se
cuenta con procedimientos estandarizados y descritos en manuales,
pero se debe registrar cualquier variacidn del procedimiento
tipico. v

- Los resultados de los controles realizados despues -del
proceso y beriédlcamente durante el almacenamiento.

- La existencia de wunidades conservadas (discos, frascos
viales o Smpulas). el control del almacenamiento y, cuando sea el
caso, las personas e instituciones a quien se haya proporcionado
dicha cepa, indicando solicitud fecha, responsables de entregar y

de recibir la cepa, uso que se le daré. etc
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Al hacer una revisidn critica de loa métodos usados para la‘
' gonpervacion de los microorganismos se ha encontrado que, aunque
la liofilfzacion tiene amplias ventajas sobre los otros, no es
aplicable a todos los casos, y que ademds de hacer una culdadosa
seleccidn del método de conservacidn, basada en los criterlos
mencionados, sflo los controles posteriores nos pueden asegurar
si se estdn logrando la viabilidad y la estabilidad de la cepa.
Ademas de considerar los criterios de seleccidn mencionados
pueden hécerse las siguientes recomendaciones para la conservacion
de los microorganismos de los diversos grupos.

ALGAS. La mayoria de cultivos se mantienen por crecimiento
contfnuo en condiclones 6pt1mas. incluyendo iluminacidn. El
per{odo transcurrido entre subcultivos puede alargarse mediante
bajas temperaturas que van de 10%a 15°C y puede ser tan largo como
varios meses. Algunas especies dificiles de manejar como cliertas
algas azul-verde, pueden ser deshidratadas bajo corrientes de aire
y pueden sobrevivir varios meses. Por ejemplo Nostoc. Otras pueden
mantenerse -bajo aceite mineral, como Tolypothrix, Tenuix v
Calotrix brevissima. También se aplican el secado sobre tierra
volcanica y 1la liofilizacidn. Cuando el ambiente de los

microorganismos es relativamente complejo, o cuando hay agregados
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celulares, se presentan problemas particulares en la ccngelacloﬁ v
probablemente tambien en la liofilizacion. La resistencia a la
congelacidﬁ puede ser afectada por la temperatura especffsca para
el c¢recimiento del microorganismo, por la velocidad de congelaci&h
¥y por la presencia o ausencla de agentes cr!oprotect&res no
obstante el almacenamiento en nitrégeno l{quido ha sido usado para
algunas especles, como Euglena gracilis y otras algas verdes
unicelulares y se le ha considerado como el método mas prometedor
para estos casos.

BACTEIRIAS. Todos los métodos de conservacion han sido aplicados a
bacterias; en términos generales, el metodo mas conveniente para
su conservacidn a largo plazo ha sido la 110filizacioh. aunque
para algunas especies su aplicacidn no es'adecuada. por ejemplo:
la mayoria de las autdtrofas no resisten la 1iofillzac16h. por lo
que el almacenamiento en nitrogeno 1fquido es lo mas conveniente.

Cuando se presentan problemas en la liofilizacloﬁ. es

aconsejable revisar lo realizado y tratar de obtener el mejor
crecimiento inicial y as{ 1llofilizar una poblacioﬁ muy densa,
también debe revisarse el trabajo para reducir el retraso entre
las etapas de liofilizacion y el almacenamiento a bajas
temperaturas; Si se toman como rutina estas precauciones se podra
esperar una mayor sobrevivencia y mejores resultados del méiodo.

(3) (4) (7)
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RICKETTSIAS Y CHLAMYDACEAS, La mayorfa de 1las especies pueden
conservarse por 1iofilizacion satisfactorifamente; la American Type
Culture Collection utiliza de preferencia este me'todo para

Rickertsips y Chilamydias. (4} (7) (21)

ESPIROQUETAS. Son organismos muy dellcados y dlt‘lc{les de mantener
aUn con series de subcultivos, razon por la cual algunas especies
no han sido cultivadas ''in vitro’'. Sin embarge algunas especies,
Treponema pallidum y eapecies de Leptospira se conservan, en
nltro'geno 1{quido con agentes crioprotectores y solo unas pocas
han sido liofilizadas: entre ellas tenemos algunas especles de

Leptospira, Borrelia y Treponema. Otras han sido deshidratas scbre

tabletas'pre-tabricadas de peptona-almido’n como son Leptospira vy
Treponema. {(4)
BACTERIOFAGOS. La 1lloffllzacioh, el secado por ejemplc sobre
discos de papel, el almacenamlento como suspensio'n en un caldo
nutriente son me’todos muy acertador, para conservar bacteria’fagos:
el almacenamiento se hace a 22°¢, 4°C o -709 c, segu;a el
especfmen. Los contenedores deben ser herméticos y mantenerse al
abrigo de la luz.

Algunos autores recomiendan el almacenamiento bajo n!trc:geno
1f{quido como el método mds acertado para suv conservacidn a largo
plazo. También ha dado excelentes resultados la liofilizacich de

la bacteria hospedera, en ciclo lisogenico, es decir con el
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bacteridfago dentro. (4)

LINEAS CELULARES, La conservacion a bajas temperaturas - 70° C o
en nltr&éeno 1fqu1do -196° ¢ son las mds utilizadas para las
células primarias, células diploides o lineas celulares continuas
{Stevenson, 1964); los agentes crioprotectores son muy necesarios,
tales como el dimetil sulfdxido o el glicerol.

La velocidad de congelacion y la de desccngelacloﬁ son los
factores mas importantes a controlar en 1fneas celulares que con
microorganismos, debido al dafo que pueden causar.

HONGOS. Algunos hongos soportan la liofilizacidn sobre soportes
como el suero, soluciones de azdcares o leche descremada; la
desecaciéh siempre puede ser utilizada para algunas especies. La
mayorfa puede conservarse facilmente en nltrd&eno I{quido con el
apoyo de agentes crioprotectores. Se ha probado que existen
algunos grupos de hongos que no soportan la 1iofllizaci6h entre
ellos tenemos a los Entomophtorales, los Phycomycetes acuafticos.
los que forman micelio estricto y algunas especies con esporas
delicadas. El almacenamliento de hongos con actividad metabolica
reducida, bajo aceite mineral o en solucidn salina, Bon te;nicas
muy usadas para conservarlos. En cambio 1la transferencia o
subcultivo tiende rébldemente a pleomorfizarlos. (4) (7) (14)

HMYCOPLASMAS. Algunas especies resisten la liofilizacicn y su
almacenamiento por varios afios (4), aunque se maneje una

viabilidad pobre inicialmente. Algunos compuestos protectores
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usados para la liofilizacidn de bacterias y de virus no tlenen
efectos sobre la viabilidad de Mycoplasmas.

La COnservacién por congelaclén a varias temperaturas y el
almacenamiento en nitrdgeno 1{quido han sido probados con especles
diffciles de liofilizar, logrando buenos resultados. También han
sido conservados sobre bloques de agar a -30° C; las especies més
delicadas pueden sobrevivir mejor a -70° €, como M. pneumoniae.
(a) (7)

LEVADURAS., Los métodos usados para conservar hongos son
satisfactorios para las levaduras especialmente la liofilizacion y
la deshldratacidn sobre pastillas de celulosa o preservadas bajo
nitr&geno 1fquido; {(Tsuji, 1966) hay que poner especial atencion
en la constitucidn del medio para que el poder fermentativo
original sea retenido. (4) (7)
PROTOZ00S. Como con las algas el mantenimiento por subcultivo es
el mas frecuentemente usado. El almacenamiento a bajas
temperaturas entre 10a 15° ¢ puede aumentar la longevidad de los
subcultivos, La liofilizacién ha sido utilizada para solo
. unos pocos protozoos, como son especies de Amoebae, Stentor vy
Frontonia. (4) (7}

La conservacidn de Strigomonas oncopelti por deshidratacidn

sobre tabletas pre-fabricadas de peptona-almiddn ha sido

reportada ( Annear; 1956 } y tambien 1la viabilidad de este
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mismo organismo despues de haber sido deshidratado de la fase
1f{quida de una solucidn de glucosa al 50 %

Para los mlembros de este grupo el almacenamiento a bajas
temperaturas usando un agente crioprotector es un método util para
varias especies; generalmente se almacenan a - 70° € con el uso de
bidxido de carbono sdlido y tambiéh se ha utilizado la
conservacion en nltrééeno 1{quido para especies de Crithidia,

Entamoeba, Paramecium, Tetrahymena, Toxoplasma, Trichomonas ¥

Trypanosomas, entre otras. La viabilidad a bajas temperaturas

varf{a considerablemente con la temperatura de almacenamiento. Para
algunas especies hay viabllidad por wunos meses (Mc Entergart,
1959) y para otras por ahos (Diamond, 1964). La 1liofilizacidh se
aplica con buenos resultados a algunos protozoarios, especialmente
ciliados y flagelados,
VIRUS, En general los virus de plantas son mds faciles de
conservar que los virus de orfgen animal y la conservacidn a largo
plazo de algunos virus de plsntas puede ser realizada por
deshidratacion del tejido infectado de la planta, o por
1iofilizacioh; algunos otros han sido conservados por
congelacl&h a bajas temperaturas © por almacenamiento en nitrdheno
1fquido. (4)

Algunos virus animales han sido conservados por perfodos

cortos por refrigeracién a 4 ¢ en solucidn salina normal o en
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soluciones de glicerol, ( Ward, 1968 ).

La liofilizacion con varios soportes se ha usado para la
'conservacién de algunos virus animales como son los causantes de
las paperas, influenza, polio, rubeola, asi como varios virus del
herpes, y el virus de la vaccinia, entre otros. (1} (4) (7}

Muchos otros virus son liofilizados por la American Type

Culture Collection (Catalogo de virus, Rickettsias y Clamidias

1971 (7)). La congelacidén con el apoyo de agentes protectores
también se usa para conservar virus animales. (3)

Los‘virus animales var{an grandemente en su resistencia a 1la
dongelacién, a la liofilizacidn y al almacenamiento. Algunos virus
necesitan contfnuos subcultivos en células vivas; algunos pueden

sobrevivir por solo unos dfas y otros por ahos. (7)
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