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RESUMEN

En la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, los cultivos bacterianos son
mantenidos por el método de transferencia periddica en agar inclinado, estos presentan
pérdidas por contaminacion, degeneracion y mutacion. Las colecciones de cultivo, en la
actualidad, para su conservacion emplean la liofilizacion y la crioconservacion, pero
cuando los recursos necesarios son escasos se emplean alternativas menos costosas, es
por esto que el presente trabajo tiene como finalidad el implementar el método de
conservacion por congelacion a -20 °C que pueda mantener y conservar las células
bacterianas con un rango de viabilidad amplio y estable, ademas que presente menor

costo para su utilizacion.

Las especies bacterianas utilizadas fueron: Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella oxytoca ATCC 49131, Proteus
vulgaris ATCC 49132, Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 y ATCC 49461. Estas cepas fueron -caracterizadas
fenotipicamente y posteriormente cultivadas en agar soya tripticaseina, se hicieron
suspensiones bacterianas en caldo Todd Hewitt y glicerol al 10%, y suspensiones
control, caldo Todd Hewitt sin glicerol. Asépticamente se distribuyo la mezcla dentro
de criotubos, los cuales se colocaron en contenedores, manteniéndose en congelacion a -

20 °C por un periodo de 180 dias.

Para comprobar la eficacia del método, cada 15 dias se evaluo la viabilidad de
las suspensiones bacterianas por el método de Miles y Misra, en el cual, se hicieron
diluciones de cada cepa, en el rango de 10™ hasta 10, inoculando con una micropipeta
10 pL de cada dilucion en una placa con agar soya tripticaseina dividida en 8
cuadrantes, incubando a 37 °C por 18 horas, calculando la UFC/mL de cada cepa, para
obtener el porcentaje de viabilidad, presentando al final del estudio los siguientes
resultados para las suspensiones con crioprotector: Enterobacter aerogenes ATCC
13048 del 43.18%, Escherichia coli ATCC 25922 del 35.71%, Klebsiella oxytoca
ATCC 49131 del 41.46%, Proteus vulgaris ATCC 49132 del 52.27%, Staphylococcus
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epidermidis ATCC 12228 40.0%, Staphylococcus epidermidis ATCC 49461 42.19% y
Streptococcus agalactiae ATCC 13813 del 36.96%. Lo que hace concluir que el método
de congelacion a -20 °C nos proporciona una conservacion que al disminuir el

metabolismo de las células microbianas, garantiza la estabilidad evitando la aparicion de

variantes genéticas.
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INTRODUCCION

Las colecciones de cepas microbianas tienen su origen desde que los
bacteridlogos eran los primeros capaces de aislar un cultivo puro a partir de cultivos
mixtos de microorganismos, y siempre han sido un importante aspecto de la
microbiologia, ya sea usdndolos como una fuente en los propositos de ensefianza o
como material de referencia en investigacion. Aunque el campo de la microbiologia ha
tenido un incremento en el énfasis molecular, la necesidad de colecciones de cultivos no
ha disminuido, ya que estas proporcionan una continuidad con el pasado a través de la

., . . ., . . . . . . 1
conservacion y distribucion de cepas microbianas descritas o citadas en publicaciones.

La conservacion de microorganismos para su almacenamiento ha existido
durante décadas. Hay colecciones de cultivo extensas que dependen de métodos, como
la liofilizacién o crioconservacion, para conservar una gran diversidad de células para
su futura propagacion. Estas cepas son distribuidas usando las técnicas de conservacion

que los hacen cultivos estables y transportables.”

Numerosas instituciones mantienen colecciones viables de microorganismos, ya
sea con fines docentes, de investigacion o para disponer de cepas patron utiles en el
aseguramiento de la calidad de multiples procesos industriales, evaluacion de materias
primas, productos y tecnologias. En la actualidad, para la conservacion de estos cultivos
por periodos largos se emplean la liofilizacion y la crioconservacion, como métodos de
eleccion que aseguran la viabilidad, pureza y estabilidad de las cepas. Cuando no
existen los recursos necesarios para la utilizacion de éstas técnicas la busqueda de

. . 3
alternativas de conservacion menos costosas es constante.

Uno de estos métodos son las suspensiones de bacterias en medio liquido con un
crioprotector, depositados en un congelador a -20 °C. De esta forma muchos
microorganismos permanecen vivos durante periodos largos, aunque se deben de tomar
precauciones para evitar la formacion de mezclas eutécticas, las cuales pueden causar

pérdidas en la viabilidad.”
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Por lo general, las bacterias se pueden guardar a -20 °C durante uno a tres afios,
a -70 °C durante uno a diez afos, mientras que la congelacion en nitrogeno liquido
conserva las bacterias por 30 afios. Ademas después de 12-18 meses la viabilidad de
especies patdgenas conservadas sin preservantes decaen en un 20% del inoculo inicial,

mientras las bacterias conservadas con crioprotector mantienen una viabilidad entre el

80 al 90%.°
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I. MARCO TEORICO

1.1 Colecciones de cultivos

Se llama cultivo al proceso de propagar microorganismos brindandoles las
condiciones ambientales adecuadas. Los microorganismos en crecimiento estan
haciendo replicas de si mismos, y requieren de los elementos que se encuentran en su
composicion quimica. Los nutrimentos deben brindarles estos elementos de manera
accesible desde el punto de vista metabolico, ademas de los factores que deben
regularse durante el crecimiento como el pH, la temperatura, aeracion, humedad y

. e 6
presion osmotica.

El método mas simple en la obtencion de cultivos puros de microorganismos es
la adquisicion de subcultivos previamente aislados pertenecientes a una coleccion.
Existen numerosas colecciones de cultivo que van desde pequenas colecciones privadas
a grandes colecciones publicas que pueden mantener millares de cepas de
microorganismos. Las colecciones privadas estdn usualmente asociadas con

investigaciones especializadas en industrias, universidades, o institutos.

La funcion basica de una coleccion de cultivo es la conservacion, el
almacenamiento y la distribuciéon de los microorganismos, estas colecciones pueden
almacenar bacterias, levaduras, hongos, actinomicetos y protozoarios. La necesidad de
preservar y mantener estos microorganismos ha llevado a la formacion de colecciones

de cultivo en todo el mundo.”®

1.1.1 El papel de las colecciones de cultivos

La importancia de una cepa en particular es que puede servir como referencia
para los investigadores, médicos o en ensayos de una aplicacion patente para un
producto o proceso en que este involucrado. Las colecciones de cultivos proporcionan el
material biologico en investigaciones de alta calidad, ademas estos sirven de almacenes
de microorganismos y como fuentes de informacion en articulos cientificos que pueden
usarse en la confirmacion de resultados. Las colecciones de cultivo més conocidas en el

. 1,9
mundo son enlistadas en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Algunas de las mayores colecciones de cultivos bacterianas. " '?

Coleccion

ATCC American Type Culture Collection.
USA

NRRL Northern Regional Research Laboratories,
Northern Utilization Branch, Agricultural
Research Service. Peoria.
USA

QM Quartermaster Culture Collection,
Quartermaster Research and Engineering
Command.
USA

wC Waksman  Collection, Institute  of
Microbiology, = Rutgers, The  State
University, New Brunswick, N. J.
USA

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Baarn.
Holanda

BCCM /LMG Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms,  Laboratorium  voor
Microbiologic, Universiteit Gent.
Bélgica

DSMZ /GCM Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen  und  Zelllkulturen
GmbH (German Collection of
Microorganisms and cell Cultures),
Alemania

IAM Institute of Applied Microbiology,
Universidad de Tokio.
Japon

IFO Institute for Fermentation, Osaka.
Japon

JICM Japan Collection Microorganisms.
Japon

CMI Commonwealth Mycological Institute,
Surrey.
Inglaterra

NCIB National Collection of Industrial Bacteria.
Inglaterra

NCTC National Collection of Type Cultures.
Inglaterra

NCYC National Collection of Yeast Cultures.

Gran Bretana
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1.1.2 Cultivos tipo

La mayoria de los laboratorios necesitan cepas estandarizadas, también
conocidas como cultivos tipo que se utilizan en ensayos como controles de
determinadas pruebas. Estos pueden cultivarse periddicamente, con el consiguiente
riesgo de contaminacion y la seleccion involuntaria de mutantes. Es precisamente por
las mutaciones de los cultivos bacterianos por lo que los cultivos tipo varian con tanta
frecuencia de un laboratorio a otro. Los métodos usados en el mantenimiento de
cultivos deben especificar un numero minimo de periodos de transferencia para reducir

. . ., . L. 2.4
la posible contaminacion o el cambio genético.

Para superar estas dificultades los microorganismos se conservan liofilizados y
durante el transcurso de su almacenamiento se comprueba su pureza, para tener la
seguridad de que concuerdan con las descripciones oficiales de la cepas estandar o

cepas tipo. *
1.2 Desarrollo optimo de los microorganismos

Un cultivo microbiano debe tener ciertos atributos generales si el proceso que
genera es operable, sin importar la simplicidad o complejidad del proceso disefiado: la
cepa debe ser genéticamente estable, crecer vigorosa y rapidamente después de la

. ., , . . . . 8
inoculacion y deberd ser un cultivo puro libre de otros microorganismos.

Los nutrimentos en el medio de cultivo deben contener todos los elementos
necesarios para la sintesis bioldégica de nuevos microorganismos, es decir todos los
elementos integrales de las macromoléculas: aminoécidos, purinas, pirimidas y pentosas
(precursores metabdlicos de los d4cidos nucleicos), carbohidratos adicionales

. , . L, . . . 6
(precursores de los polisacaridos), acidos grasos y compuestos isoprenoides.

1.2.1 Métodos de siembra
El uso de medios s6lidos ha sido utilizado por muchos afios en la obtencion de
cultivos de levaduras, bacterias y hongos cada uno produce colonias diferentes. Las

muestras se pueden inocular sobre medios solidos, de manera semicuantitativa mediante
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la inoculacion con asa o en forma cuantitativa por medio de un proceso de dilucion. Los

) . . 2,11
cultivos puros usualmente se pueden obtener utilizando una de estas variaciones.

1.2.1.1 Estria en placa. Para favorecer el crecimiento, el aislamiento y la
seleccion especifica del microorganismo, los indculos de la muestra por lo general son
sembrados sobre la superficie de las placas, utilizando un asa para hacer una serie de
lineas paralelas no sobrepuestas en la superficie del medio solido, la estria original se
cruza con una asa para obtener colonias aisladas, para favorecer el aislamiento el asa de
inoculacion debe flamearse para la esterilizacion entre estriado del cuadrante siguiente.

. 2,11
Por lo general las placas se siembra en cuatro cuadrantes.

1.2.1.2 Vaciado en placa. Una pequefia cantidad de muestra se mezcla con agar
fundido a una temperatura de alrededor de 45 °C y finalmente se vierte dentro de las
cajas petri estériles. El resultado es la formacion de colonias esparcidas a lo largo del
medio y justo en la superficie, donde se pueden cuantificar las unidades formadoras de

colonias (UFC). > !

1.2.1.3 Dilucién. Esta técnica es ampliamente usada para obtener cultivos puros
de muchos tipos de microorganismos. El proceso es llevado a cabo por la dispersion
uniforme de la muestra en caldo o solucion Ringer utilizando un mezclador,
homogenizador o agitacion vigorosa. La mezcla resultante es consecutivamente diluida
con caldo a tal punto que una porcién debe producir un nimero de colonias en cada
placa que son féciles de separar y de contar. Un punto importante en este método es que
solamente se puede utilizar para aislar el tipo de microorganismo predominante en una

poblacion mixta. > °

1.2.1.4 Cultivo enriquecido. Esta técnica es un proceso por el cual se establece
un ambiente especial que permite la seleccion del microorganismo deseado, esto se
logra partiendo de condiciones que permitan al microorganismo crecer mas que otros
microorganismos presentes, inhibiendo el crecimiento de todos los demads

. . 2
microorganismos.
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1.3 Problemas en el mantenimiento estable de los microorganismos

La experiencia de los microbiologos en el manejo de los cultivos, muestra que
ciertos pasos deben ser tomados en cuenta cuando un microorganismo es aislado para
que aseguren permanecer en un estado estable. Aunque el cultivo aparente ser el género,
se tiene que examinar microscopicamente para determinar si el cultivo esta creciendo

. . . . 8
uniformemente y libre de otros microorganismos.

Si el cultivo es impuro deben usarse métodos para librar al cultivo de sus
contaminantes utilizando diluciones o escogiendo una colonia aislada. Para la
conservacion de estos cultivos frecuentemente se pueden utilizar dos métodos
diferentes, por ejemplo, se hacen transferencias periddicas en agar inclinado y al mismo

. , . . ., . .y 8
tiempo un método a largo plazo, como la liofilizacion o la crioconservacion.

Para que un cultivo de microorganismos obtenga un crecimiento vigoroso,
saludable y estable, los cultivos son inducidos para crecer rapidamente por un tiempo
corto de incubacion cerca de su temperatura Optima de crecimiento y si estos son

. .. . . 8
aerobios se le permitir el libre acceso de aire.

1.3.1 Problemas de degeneracion y pérdida de cepas

La pureza de un cultivo debe asegurar que los subcultivos sean seleccionados a
partir de colonias aisladas para formar un nuevo cultivo, esto evitara el riesgo de
seleccionar una colonia mutante de un cultivo original. Ciertas especies de bacterias
exhiben variacion en la morfologia colonial a tal grado que se les considera mutacion
del cultivo original, tales cultivos pueden requerir de muchas resiembras para establecer
que en estas variaciones son permanentes. El fendmeno mas notable en estas colonias es

. . . . 12
la presencia de pigmento, presente desde la resiembra de las colonias.

Tomando las experiencias en el laboratorio que involucran la pérdida de
cultivos, existen cinco causas que son predominantes: la contaminacion por otros
microorganismos, la infestacion por acaros, las infestaciones por fagos, la mutacion, y

el manejo por personal inexperto. ®
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1.3.1.1 Contaminacion por otros microorganismos. Al momento de inocular
muchos cultivos supuestamente puros nunca se obtiene un segundo cultivo, esto ya que
a menudo las colonias que crecen en la superficie del agar aparentan estar muy bien
aisladas y puras, pero ocultan un segundo microorganismo que tiene un crecimiento
escaso, tiende a propagarse en todo el cultivo llevando a la contaminacion y pérdida de

la cepa original. ®

1.3.1.2 Infestacion por acaros. Estos 4caros son extremadamente pequefos y
pueden ser raramente vistos a simple vista. Ellos transportan varias esporas de hongos y
parecen ser atraidos por el olor de ciertas especies de hongos. Aunque los tapones de
algodon son una buena barrera a las esporas de los hongos, los 4caros cruzan el tapon de
algodon de los cultivos puros. Si la infestacion se extiende, los cultivos son
contaminados y pueden perderse, ademas muchos cultivos que aparentan estar puros

, . ., .8
pueden contener 4caros y la contaminacion llega a ocurrir.

1.3.1.3 Infestaciones por fagos. Por lo comiin, se hacen distinciones entre virus
relacionados con eucariontes y aquellos que infectan procariontes; estos tltimos virus se

denominan bacteriofagos.

Los virus son capaces de sobrevivir, pero no de proliferar, en ausencia de un
célula huésped, para una propagacion exitosa se requiere de una forma estable del virus
que permita sobrevivir en ausencia de su huésped, unido a un mecanismo para invadir
células, ademds de la informacion genética necesaria para la replicacion de
componentes virales dentro de la célula, informacion adicional para el empaquetamiento

. . <y . 6
de los componente virales y la liberacion de los virus.

Los fagos pueden distinguirse con base en su modo de propagacion. Los fagos
liticos producen numerosas copias de si mismos y al hacerlo destruye a la célula
huésped. Los fagos moderados tienen la propiedad de entrar a un estado no litico de
profago, en el que la replicacion de su 4cido nucleico esta enlazada a la replicacion del
ADN de la célula huésped. Generalmente éstos son dificiles de descubrir y es atin mas

dificil de librar al cultivo de la infestacion del fago. ®

10
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1.3.1.4 Mutacién. Se puede definir como el cambio del ADN, més precisamente
como el cambio hereditario en la secuencia de los nucledtidos, esto por el paso
evolutivo en los microorganismos y por alteraciones que producen diferentes cepas. Las
mutaciones pueden ser sustituciones, supresiones, inserciones y reordenamiento de las

6,13
bases. ™

La frecuencia de mutacion se amplifica de modo notable por exposicion de las
células a mutagenos, un ejemplo, la luz ultravioleta (UV) es un mutageno fisico que
lesiona el ADN y durante la reparacion de este dafio genético, pueden introducirse
errores en la secuencia. Los mutdgenos quimicos pueden actuar por la alteracion de la
estructura fisica o quimica de las bases del ADN, por otra parte las mutaciones por
desplazamiento del orden, introduccion o supresion de un solo par de las bases del
ADN, son causadas por un deslizamiento ligero en las cadenas de ADN. Cuando los
cambios en la poblacion genética llegan a ocurrir en los cultivos, es imposible recobrar

la forma original. *®

1.3.1.5 Personal inexperto. Probablemente esta causa es la mas seria, a menudo
los medios son esterilizados inadecuadamente, ya que algunos medios requieren
diferente temperatura que otros. Otra causa importante es la transferencia continua del
cultivo en donde se aumenta el riesgo de contaminacion, esto por el descuido del
personal que a menudo transfieren a los cultivos esporas que llegan estar suspendidas en
el aire. Ademas algunos microbidlogos no identifican o etiquetan los cultivos con los
que estan trabajando por lo que obtienen malos resultados, ya que no utilizan el

. . 8
microorganismo adecuado.

1.3.2 Condiciones fisicas que afectan el crecimiento de los microorganismos.
Un medio de cultivo adecuado debe de contener todos los nutrimentos
requeridos por el microorganismo, y de factores tales como pH, temperatura, humedad,
presion osmotica y aeracion, que deben de ser controlados minuciosamente ya que

pueden llegar a afectar el crecimiento y la longevidad de los microorganismos.”

La mayor parte de los microorganismos tienen un rango muy estrecho de pH.

Casi todos los microorganismos (neutr6filos) crecen mejor en un pH de 6 a §, aunque
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hay algunos (acidofilos) que tienen un pH Optimo tan bajo como 3 y otros (alcaléfilos)

tan alto como 10.5. & !4

Diferentes especies microbianas varian ampliamente en sus fluctuaciones de
temperatura Optima para su desarrollo: las formas psicréfilas crecen mejor a
temperaturas bajas (15 a 20 °C); las formas mesoéfilas lo hacen mejor de 30 a 37 °C y la
mayor parte de las termoéfilas de 50 a 60 °C. La mayor parte de los microorganismos son

mesofilos; 30 °C es la temperatura 6ptima para muchas de las formas de vida libre. © '

La importancia del oxigeno en los microorganismos es variable, muchos
microorganismos son aerobios obligados, asi la respiracion puede definirse como un
proceso de oxido-reduccion en el que los donadores de electrones son compuestos
organicos o inorganicos reducidos, y el oxigeno molecular es el aceptor terminal de
electrones, ademas, debido al elevado potencial de reduccion del oxigeno, la cantidad
maxima de energia disponible se libera a partir de una fuente de energia cuando el
oxigeno es el aceptor de electrones, otros son facultativos capaces de vivir aerobia y
anaerobiamente; por ultimo los anaerobios obligados en las que el aceptor final de
electrones es un compuesto inorganico distinto al oxigeno. Los compuestos que pueden

. . 15, 16
actuar asi son sulfatos, nitratos y carbonatos. ™

En menor grado, puede ser necesario controlar factores como la presion
osmoética y la concentracion salina. Para casi todos los microorganismos, son
satisfactorias las propiedades de los medios ordinarios; pero dichos factores deben
considerarse, por ejemplo, los microorganismos que requieren de altas concentraciones
salinas se denominan hal6filos; aquellos que requieren presiones osmoticas altas llevan

r 6
el nombre de osmofilos.

Todos lo organismos necesitan agua para vivir. La cantidad del agua varia en los
diferentes ambientes, sin embargo, la disponibilidad del agua no depende solamente del
contenido del agua, sino que es una funcidon compleja de factores de adsorcion y
dilucion. La mayoria de los microorganismos crecen en medios con gran humedad, pero

cuando un microorganismo crece en un medio con actividad baja del agua este debe

12



Implementacion del método de conservaciéon de bacterias por congelacién a -20 °C

realizar mas trabajo para extraer agua de la solucion. Esto suele dar por resultado un

menor rendimiento de crecimiento o una velocidad de crecimiento muy baja. '’

Un proceso exitoso requiere de la investigacion y desarrollo de métodos de
conservacion con las siguientes demandas: el mantenimiento de la estabilidad en la

produccion del cultivo y el mantenimiento de las condiciones estables.'®

1.4 Conservacion y mantenimiento de cepas

Hay dos objetivos distintos en la conservacion de los microorganismos:
mantenimiento y conservacion. Algunas veces la conservacion de cultivos es solo una

continuacion del proceso de mantenimiento. ’

El mantenimiento es esencialmente el soporte del cultivo y la conservacion es la
viabilidad, la pureza, y el crecimiento tipico, la conservacion tiene la connotacion del
mantenimiento del cultivo en periodos largos, pero estan propensos a la variacion de sus

caracteristicas. ’

Las cepas pueden ser preservadas de varias maneras dependiendo del tipo de
microorganismo, las mas usadas son el almacenamiento a bajas temperaturas en
refrigeradores. Las temperaturas mas usuales son a 5 °C y en algunos casos las cepas
son mantenidas a -20 °C, con muchos cultivos esta temperatura de conservacion

. . . . ., 18
funcionan por varios mesces, para su pOStGI‘lOI' reactivacion.

Una vez que se obtuvieron cepas con propiedades o caracteristicas metabolicas
definidas queda por resolver la manera de conservarlas con el menor esfuerzo posible.
Segun sea la especie del microorganismo, se utilizan diferentes métodos de
conservacion, por lo que se recomiendan los siguientes procedimientos de conservacion:

et e, 18
liofilizacion y congelacion.

Para la conservacion adecuada de una cepa se requiere que el cultivo se
mantenga dentro de las condiciones Optimas de crecimiento, guardando al cultivo en el

tiempo y en las condiciones establecidas por el método de conservacion elegido, esto
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nos asegurara la estabilidad y la pureza del cultivo; en otras palabras, bajo estas

.. e . ..y, . . . 18
condiciones se minimiza la aparicion de mutaciones y de organismos contaminantes.

1.4.1 Mantenimiento de los cultivos

1.4.1.1 Medio inclinado y caldo de cultivo. El uso de estos medios para el
mantenimiento primario de cultivos stock son probablemente los métodos mas
disponibles. La mayoria de los microorganismos que han crecido en agar inclinado o en
caldo pueden conservarse por refrigeracion, usualmente por pocos meses. Sin embargo,
el uso de estos medios presenta algunas limitaciones ya que incrementa mas la
oportunidad de contaminacion y la indeseable mutacion. Las bacterias, pueden perder
algunas de las propiedades deseadas como la virulencia, antigenicidad y la habilidad de

producir un metabolito particular. >

1.4.1.2 Capa de aceite superficial. Es un método particularmente usado en el
mantenimiento de hongos en donde el aceite mineral es usado en la superficie del agar
inclinado. A menudo el intervalo puede alargarse previniendo la deshidratacion por
evaporacion, retarda el intercambio de gas, y permite la transferencia del
microorganismo sin destruccion del cultivo. Pero presenta problemas similares a los del
agar inclinado, como las pérdidas de esporulaciéon y la pérdida de la actividad

. ;. 2
bioquimica.

1.4.1.3 Tierra. En este método de conservacion se utiliza tierra estéril seca, los
organismos maduros deben ponerse entonces en la tierra estéril y la preparacion
resultante puede ser secada en aire o bajo vacio. Es utilizada estrictamente como un
portador o como un medio de crecimiento, se emplea exitosamente para una variedad de

. . . . 2
microorganismos incluyendo hongos y bacterias.

Para muchos hongos, el mantenimiento en tierra es muy utilizado. La tierra

humeda puede ser inoculada y permite que la esporulacion sea completada. >
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1.4.2 Almacenamiento y conservacion de bacterias

En la mayoria de las colecciones de cultivos modernas se efectua la liofilizacion
o la crioconservacion como métodos de conservacion, principalmente en las bacterias,
esporas o porciones de micelio de los hongos, son suspendidas con un crioprotector,
como glicerol o dimetilsulféxido (DMSO), entre otros, estos métodos ayudan a
mantener libres de contaminacidon, cambios en la presion, pH y humedad de las

. . 5 8
colecciones de cultivo.™

1.4.2.1 Transferencia periédica. Es uno de los mas viejos y mas tradicionales
métodos para preservar cultivos bacterianos. Los microorganismos tienden a ser
desarrollados en un medio 6ptimo y lo principal es hacer subcultivos frecuentemente
con el objeto de mantener al cultivo vivo y detener el crecimiento tan pronto como sea
posible en la fase logaritmica, evitando asi la aparicion de mutantes y la posible
seleccion de estos. >

Es dificil mantener cultivos de algunos organismos muy exigentes. Algunas
especies requieren trasladarse después de dias o semanas, considerando que otros
pueden ser transferidos después de varios meses o afios. La transferencia periddica tiene
muchas desventajas, las mas notables son los cambios de sus caracteristicas (fisicas y
quimicas), contaminacion, una inoculacion con organismos extrafios lo que llevaria a

una pérdida del cultivo. "’

1.4.2.2 Reduccion del metabolismo. Con frecuencia el metabolismo de los
subcultivos puede ser reducido usando medios con una concentracion minima de
nutrientes, cubriéndolos con aceite mineral y almacenandolos a bajas temperaturas. Las

. .. ~ .. 19
bacterias suelen sobrevivir por afios en estas condiciones.

1.4.2.3 Secado. Este método tiene su uso para la conservacion de muchos tipos
de microorganismos; algunos resisten el proceso y otros no. Células o esporas pueden
ser aplicadas con asa, en papel o mezcladas con gelatina, para después secarlas en un
desecador con o sin vacio. Las células conservadas por estos métodos pueden sobrevivir
varios meses de almacenamiento y es recomendado para el transporte de

microorganismos. *
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1.4.2.4 Liofilizacion. Este procedimiento evita muchas de las desventajas
asociadas con el procedimiento de transferencia periddica. En la liofilizacion el material
se congela para convertir el agua en hielo, el hielo formado después de congelar es
removido por la conversion del solido a la forma de vapor, el material del liofilizado se
guarda entonces en ampolletas selladas a vacio. Antes de su utilizacion, las muestras
pueden reactivarse abriendo las ampolletas y adicionando agua estéril. Las bacterias y
levaduras son bastante tolerantes a la liofilizacién y por consiguiente en estas células

7 5,19
puede llevarse a cabo este método. >

1.4.2.5 Crioconservacion. Este método radica en la congelacion y
almacenamiento de células a temperaturas muy bajas. El congelamiento provoca
muchos cambios en las células que le son perjudiciales, estos incluyen la formacion de
cristales de hielo, deshidratacion, incremento en la concentracion de electrones,
coloides, sales, carbohidratos, lipidos y proteinas, disminucién de pH, cambios en
conductividad eléctrica y caldrica, disminucion en la actividad de algunas enzimas,
incremento en la actividad de las enzimas, acumulacion de metabolitos intermediarios,
concentracion eutéctica en las soluciones, solidificacion e inmovilizacion de todas las

, 19, 20
moléculas.

Las suspensiones de las células son enfriadas, el agua liquida alrededor de las
células empiezan a formar hielo, resultando un incremento en la concentracion de
solutos fuera de las células, esto porque hay una diferencia en la presiéon osmotica del
agua en la célula, que produce un desequilibrio en la concentracion de las sales

restantes. 19

Las células bacterianas pueden ser crioconservadas debido a su organizacion
celular y a su capacidad de supervivencia. La mayoria de las bacterias que son aisladas
pueden permanecer congeladas facilmente a -80 °C, aunque esto depende de la
composicion de la suspension celular, es decir del caldo de cultivo, la concentracion
inicial del microorganismo y del tipo de crioprotector, que llegan a ser determinantes en
la viabilidad bacteriana y en sus capacidades de reactivacion. Después del
almacenamiento, es recomendado una descongelacion y un traslado rapido de las

. . .. . 21.5
bacterias a un medio de crecimiento apropiado. “
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1.4.2.6 Congelacion. Este método es una variacion de conservacion en nitrogeno
liquido, por ejemplo, los crioprotectores son anadidos para proteger los posibles dafios
celulares con un rango de enfriamiento inferior a -20 °C; debido a que las temperaturas
bajas al borde de la congelacion (0 a -20 °C) detienen el metabolismo microbiano y
mantienen a los microorganismos vivos, en un estado inactivo metabolicamente,

.. rq. ’ s 4,22
recuperando su actividad metabolica después de la descongelacion. ™

Estos son los métodos principales para conservar cultivos y todos estos tienen
éxito en la reduccion del dafio celular y en la viabilidad de los cultivos por las

.. . . 8
condiciones fisicas hostiles.

Es impractico mantener cultivos celulares indefinidamente cuando estos pueden
sufrir cambios genéticos en la transferencia periddica y poner en riesgo sus
caracteristicas diferenciales. Asi las técnicas de congelacion y liofilizacion tienden a ser
métodos estandarizados por un periodo largo manteniendo los cultivos de bacterias.
Ambos métodos de conservacion proveen variacion exitosa de diferentes especies de
bacterias, y ninguna técnica resulta en un 100% de recuperacion de las células

23,24
conservadas.”

1.5 Los principios de congelacion

Cuando hay necesidad de almacenar por un periodo largo, es necesario reducir la
actividad metabdlica de células microbianas hasta un punto en que se detiene la
reproduccion. La actividad bioquimica de las células puede ser reducida a un estado de
“actividad suspendida”, disminuyendo la temperatura hasta la méxima eliminacion del
agua. Las células deben ser crioconservadas cuando la fase exponencial de crecimiento

. <y 2,23
aumente y las oportunidades de recuperacion sean buenas.

Los métodos pueden ser ampliamente clasificados acorde a la temperatura de
almacenamiento, las temperaturas de -20 a —30 °C son logrados por congeladores
estandar en laboratorios, a -70 °C con ultra-baja temperatura de congelacion y de -140 a
-196 °C con nitrégeno liquido. La viabilidad celular es casi independiente del periodo

. . o1, . L. 24
de almacenamiento, y se cree que los sistemas bioldgicos son genéticamente estables.
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Muchos laboratorios almacenan bacterias por congelacion en nitrégeno liquido y
utilizan agentes crioprotectores como glicerol al 10% (v/v) o DMSO al 5% (v/v). Los
microorganismos pueden ser preservados desde -5 a -20 °C por 1 a 2 afios en

., . sz 25,26
congelacion en caldos de cultivos o suspension celular. =

La razon cientifica de usar temperaturas extremadamente bajas es que por debajo
de -139 °C para el agua y debajo de -130 °C para los medios de cultivo, las moléculas
no se mueven, no hay reacciones quimicas y se reduce el dano celular, ocurrido durante
los procedimientos de congelacion. De hecho, una de las desventajas consiste en el dafio
severo de las células expuestas a congelacion, ocasionadas por la formaciéon de hielo
intracelular, el agua fuera de la célula y del aumento en la concentracion de sales en la
solucion intracelular, otras desventajas de la crioconservacion son los altos costos del
equipo y de los reactivos, y en el caso de nitrogeno liquido, la necesidad de un
suministro constante, cualquier interrupcion en el flujo del nitrégeno puede llevar a la

pérdida de las muestras guardadas.’

1.5.1 Los agentes crioprotectores

La congelaciéon y descongelacion constituye una técnica conocida para el
rompimiento celular y es por que el agua es removida durante el congelamiento en
forma de hielo, los electrolitos llegan a incrementar la concentracion en el agua
descongelada y esto llega a ser perjudicial. Esto ya que la concentracion electrolitica
fuera de las células llega a ser muy diferente a la de adentro, llevandolas a la presion
osmotica alta. Es por esto que se agregan agentes crioprotectores durante el crecimiento
del microorganismo o antes de congelar. El tipo de protector depende mucho del
microorganismo; sin embargo, hay algunos que parecen trabajar bien con muchas
especies. Generalmente, los agentes protectores pueden clasificarse en dos categorias:

. . s 12,27,28
cristales amorfos formados, y cristales de sales eutécticas.'> "

La formacion de un estado cristalino aumenta la viscosidad dentro y alrededor de
la célula para mantener al minimo la movilidad molecular. El cristal amorfo inerte
también puede retener productos que son desechados por las células dentro de la
estructura, esto significa que estos no salen para iniciar los cambios electroquimicos

. . . 2
irreversibles en la membrana del plasma durante el almacenamiento. >’
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Existen compuestos que permiten que las células sobrevivan a la congelacion
(solidificacion), aunque con una variedad de mecanismos. Por lo tanto los
crioproctectores, no actiian sobre un receptor especifico, enzima o gen. Estos agentes
estan conformados por alcoholes (incluyendo glicoles), aminas (incluyendo amidas),
azlcares, sales inorgéanicas, y macromoléculas (incluyendo proteinas y polisacéridos);

. ’ ’ . 28,29
ejemplos especificos estdn mencionados en el cuadro 2.

Cuadro 2. Ejemplos de crioprotectores.”

Alcoholes
Adonitol
Etilenglicol: etanediol
Glicerol
Metanol
Propileglicol: 1, 2-propanediol
Sorbitol

Aminas
Acetamida
Betaina
Formamida
Glutamina
Lisina
Taurina

Sales inorgénicas
Sulfato de amonio
Sulfato de magnesio
Acetato de sodio

Macromoléculas
Suero de albumina
Glicopéptido anticongelante
Dextran
Fosfolipido de yema de huevo
Polietilenglicol
Polivinilpitrolidona

Azlcares
Glucosa
Lactosa
Maltosa
Sucrosa
Trehalosa

* Dimetilsulféxido (DMSO) es uno de los mas importantes crioprotectores, que no
pertenece a ninguna de estas clases

Los agentes crioproctectores modifican la tonicidad de las células haciendo

posible el que las velocidades de enfriamiento sean lentas, de esta manera se minimiza
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la congelacion intracelular. Los crioproctectores pertenecen a dos tipos principales,

definidas por las bases de su permeabilidad a la célula: '

1.5.1.1 Agentes penetrantes. Los cuales a concentraciones altas protegen las
células contra el dano de una congelacion lenta, causado por los cristales del hielo
intracelulares y de los efectos osmdticos. Son de bajo peso molecular y generalmente
son aplicados a altas concentraciones, entre estos se encuentra el DMSO, glicerol,

etanol, metanol, acetato de amonio, tritilaminoacetato y etilenglicol. 10,27

El mecanismo por el cual un agente protector penetra previniendo el dafio
celular es debido a sus propiedades coligativas de formar puentes de hidrogeno y esto
indica la capacidad del agente protector para ligar o sustituir el agua. Los factores que se
deben considerar para que un agente crioprotector sea conveniente son: baja toxicidad,
alta solubilidad en agua y capacidad de enlace con ella, ademas de su facilidad de

. 11,30, 31
penetracion en las membranas celulares. ™

1.5.1.2 Agentes no penetrantes. Son utilizados a bajas concentraciones ya que
pueden producir toxicidad a altas concentraciones y llegar a causar serios problemas,
protegen a las células del dafio provocado por los cristales de hielo extracelular,
generalmente requieren de una mayor rapidez de enfriamiento, entre estos se encuentran
los compuestos de macromoléculas como la polivinilpolividona, algunos azlicares como

: . . o 11,30, 31
manitol, sorbitol y polimeros de almidon. "~

El mecanismo por el cual otorga la proteccion no ha sido establecido, pero se ha
propuesto uno a nivel extracelular en donde la presencia de estos agentes altera la
permeabilidad de la membrana produciendo una salida irreversible de solutos que
ocurre bajo la presencia de un cambio osmético. El cambio hipertonico es disminuido
durante el congelamiento por la entrada de solutos extracelulares y la lisis hipotdnica es

impedida durante el descongelamiento por la salida de solutos. ' ****

Todas estas sustancias tienen una alta afinidad por el agua y son solubles incluso
a bajas temperaturas, esto pueden relacionarse a sus efectos protectores. Los

mecanismos propuestos en los efectos de la cristalizacion del agua son que disminuyen
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el punto de congelacion, aumentando la permeabilidad de la membrana y Ia
estabilizacion de la estructura celular. Ademas de proteger a las células contra los dafios
causados por el agua intracelular, previenen la formacién de cristales de hielo y la
deshidratacion celular excesiva reduciendo la concentracion intracelular de sales. Los
criopreservantes no-permeables (los polisacéaridos, las proteinas) son particularmente
convenientes para los microorganismos, porque se adsorben en la superficie microbiana
y forman una capa viscosa muy eficaz la cual protege a la pared celular y a la membrana

. . 12,5
microbiana. =

El rango de enfriamiento de la muestra juega un papel importante en la
conservacion celular después de la congelacion, generalmente un rango de enfriamiento
lento, en el orden de 5-10 °C/min, no permite la cristalizacion intracelular y los

resultados en la viabilidad celular son altos después del almacenamiento.

1.6 Congelacion

Si se tiene un sistema acuoso relativamente rico en agua congelable, como es el
caso de los sistemas biologicos, que son soluciones que contienen sales minerales,
sustancias orgénicas o un sistema celular y si este sistema se somete a un enfriamiento
progresivo, se comienza a formar hielo a una temperatura ligeramente inferior a 0 °C.
La cristalizacion del hielo provoca una concentracion de la fase liquida restante y el
avance de la solidificacion del agua estard ligado a un descenso de temperatura del
sistema. En este periodo de enfriamiento, el producto contiene cristales de hielo que
nadan en una fase liquida cada vez mas concentrada que es llamada “solucion
intersticial”, esta posteriormente se solidificara. Llevando el sistema acuoso a una
temperatura por debajo del punto eutéctico se consigue que toda la suspension se

32
congele.

1.6.1 Velocidad de congelacion
El factor inicial en un proceso de crioconservacion es la velocidad de
enfriamiento, por lo que se sugiere al inicio de la congelaciéon un descenso térmico

, .y o . 30
controlado. Los métodos de congelacion se dividen en:
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1.6.1.1 Congelacion lenta: es el método mas comin y consiste en bajar la
temperatura gradualmente, esto provoca un flujo de agua intracelular hacia el exterior
en donde se congela y forman un menor nimero de cristales de hielo. De manera similar
las tasas de enfriamiento que se manejan estan entre 0.5 y 0.2 °C/min., sin embargo se

ha reportado tasas del orden de 0.1 a 10 °C/min. >

1.6.1.2. Congelacion rapida: consiste en la inmersion directa de las células en
nitrogeno liquido o directo al congelador, este método provoca la formacion de un gran

, . . .. . . 30
numero de cristales de hielo que se distribuyen con uniformidad.

1.6.1.3. Congelacion por pasos: este método consiste en congelar las células en
etapas y temperaturas predeterminadas. Cuando la muestra alcanza una temperatura
entre los -35 a -40 °C y el agua de la célula ha salido para convertirse en hielo externo

se transfieren directamente a nitrégeno liquido. *°

Si la velocidad de congelacion es lo suficientemente lenta, la pérdida progresiva
de agua deshidratard a la célula pero esta no se congelard, pero si el descenso de
temperatura continda, la deshidratacion excesiva danard la membrana celular por un
mecanismo en donde la deshidratacion y la reduccion del volumen celular son criticas.
Si por el contrario, la velocidad de congelacion es rapida, se evitara la salida de agua del
interior de la célula al medio extracelular, pero su interior se enfriara lo suficiente para
provocar que la formacion de hielo sea muy elevada y consecuentemente se producira la

., . . 30
destruccion de las estructuras internas y de la membrana celular por estos cambios.

El método en el que se ha obtenido mayor viabilidad celular cuando se ha
llevado en forma controlada ha sido el de enfriamiento lento con la desventaja que se
requiere de un complejo y costoso proceso. También se han tenido buenos resultados
sin utilizar una temperatura controlada, resultando un proceso mas simple en el que se

30
abaten costos y se pueden almacenar en congelador.

1.6.2 Congelacion en los sistemas celulares
Los fendmenos de congelacion son esencialmente los mismos en un tejido,

suspension celular o solucion: después de una primera etapa de separacion de hielo, se
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produce la solidificacion de soluciones intersticiales concentradas. La reparticion del
hielo segiin una forma inicial mas o menos fina dependera de la velocidad de
enfriamiento y de la composicion quimica. Un problema especifico es la localizacion
del hielo al interior o exterior de las células, lo que se puede decir que un enfriamiento
lento origina, la cristalizacién del hielo s6lo en el exterior de las células, la separacion
del hielo determina una concentracion del medio por lo que las células se deshidratan y
un enfriamiento rapido produce una cristalizacion simultanea de liquidos intracelulares
y pericelulares. Después puede continuar la cristalizacion extracelular sola o la

intracelular, segun la velocidad a la que se extraiga el agua de las células. *°

1.6.3 Congelacion eutéctica

En algunos sistemas simples o en ciertas sustancias de bajo peso molecular, la
congelacion es de tipo eutéctico. Esto significa que al llegar a una temperatura y
concentracion determinadas, la fase intersticial se solidifica a temperatura constante en
una mezcla de cristales finos de hielo y soluto que son hidratados. Las sales eutécticas

. , e ge . . 27.33
parecen ejercer solo efectos perjudiciales en lugar de proteger los sistemas.””

Una sal eutéctica es una sal cristalizada que deja las estructuras del cristal en la
solucion, cada soluto cristalizard a una temperatura diferente. La formacion de cristales,
sales o hielo podrian dafiar la membrana celular potencialmente, esto cuando el punto de
congelacion se alcanza, los cristales de hielo se forman, y las sales restantes salen a la
solucion que se concentrard alrededor de los cristales de hielo. Esta solucion
concentrada se mezcla con cualquier sustancia liberada por las células y esto causa un

dafio irreversible a la membrana celular. 2

Una descongelacion rapida del cultivo es recomendado, la fusion comienza a
temperatura eutéctica en donde el calentamiento permanece constante al tiempo que
dure la fusion de esta fase, para seguir por la fusion del hielo intracelular a medida que

la temperatura se eleva. *°

1.6.4 Daiio celular, criolesion
La criolesion o dafio celular por la congelacion es provocado principalmente por

dos factores, las bajas temperaturas y cristalizacion del agua. Una reduccion de la
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temperatura celular provoca cambios no uniformes en las reacciones bioquimicas. Un
ejemplo muy conocido es el dafio que recibe el intercambio idnico responsable del

mantenimiento electrolitico cuando se reduce la temperatura. *

La cristalizacion del agua tiene grandes consecuencias para las células que se
congelan. El enfoque de la cristalizacion es importante, sin confundirse con otros
mecanismos de solidificacion del agua como la vitrificacion. La cristalizacién es un
proceso en el cual moléculas como el agua son organizadas como una sustancia pura,
ideal sin inclusiones, en un arreglo cristalino. Congelacion de una solucidon acuosa que
comprende la separacion de sus componentes quimicos dentro de cristales en la
temperatura eutéctica. En contraste, la vitrificaciéon de una solucion acuosa involucra la

solidificacion sin cristalizacion. 2% 3

La cristalizacion puede ocurrir completamente en el sistema celular con hielo en
los espacios intracelular y extracelular, o esto puede estar restringido para el espacio
extracelular. La cristalizacion intracelular usualmente provoca un rompimiento de la
ultraestructura celular. La cristalizacion reducida a espacios extracelular resulta en una
deshidratacion, las células tienden a encogerse; esto ya que el agua liquida intracelular
se convierte en cristales extracelulares. La pérdida del volumen celular y la distorsion

concomitante de la membrana celular puede ser perjudicial durante la congelacion. >

Los crioprotectores pueden limitar la cristalizacion por un gran numero de
mecanismos que actian solos o en conjunto. Se sabe que la supervivencia celular se
aumenta cuando los crioprotectores reducen cuantitativamente la formacion de hielo,
mantiene el volumen celular y el limite de desnaturalizacion macromolecular. La
reduccion del hielo intracelular puede realizarse por dos formas relacionadas a sus
propiedades coligativas del agua, presion osmoética y depresion del punto de

cr 29
congelacion.

Los crioprotectores reducen la formacion intracelular por deshidratacion
osmotica celular, reduce la cantidad disponible de agua intracelular por congelacion.
Los crioprotectores son osmoticamente activos, algunos mas que otros; la permeabilidad

celular del crioprotector es menor que la del agua. Asi es que, incluso los agentes
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permeables tal como DMSO vy el glicerol tienen potencial osmotico, que aumenta

cuando la actividad cinética del crioprotector disminuye con las bajas temperaturas (10

a-10°C).%

1.7 Cuantificacion de la viabilidad celular

En la congelacion se determina el nimero de células viables para demostrar la
eficacia del método. Para los microorganismos que puedan crecer en medio s6lido, los
numeros celulares son cuantificados realizando diluciones en serie y sembrandolas en
un medio apropiado para determinar las unidades formadoras de colonias (UFC). Las
placas se incuban a la temperatura y tiempo apropiado en que se puedan contar las
colonias. La viabilidad de organismos que no puedan sembrarse, son determinados por
nimero mas probable (NMP) usando tubos de ensaye. Las cuentas celulares viables
antes de congelar y después de congelar se comparan para calcular el porcentaje de

: .. 32,35
supervivencia. =’

1.8 Antecedentes de los microorganismos de estudio

1.8.1 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae esta compuesta por un gran nimero de especies
estrechamente relacionadas y que se encuentran en el suelo, el agua, la materia de
descomposicion y en intestino grueso de humanos, animales e insectos. Debido a su
habitat natural en los seres humanos, estos microorganismos reciben el nombre de
“bacilos entéricos”. Dentro de esta familia se encuentran algunos de los agentes
causales de enfermedades gastrointestinales, pero la mayor parte de estos son
microorganismos oportunistas que pueden infectar cualquier sitio del organismo cuando
encuentran un huésped alterado. Los bacilos entéricos son responsables de la mayor
parte de las infecciones nosocomiales, la gravedad de este problema se complica por el
hecho de que muchos microorganismos son resistentes a multiples agentes

.. . 36
antimicrobianos.
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Las enterobacterias son bacilos gramnegativos pequefios que no forman esporas.
Pueden ser moéviles o inmoviles, cuando son mdviles la locomocion se realiza por

medio de flagelos peritricos. *°

Los bacilos entéricos pueden poseer una capsula bien definida, como se ve en el
caso del género Klebsiella o una cubierta laxa, y mal definida conocida como cubierta
mucosa, o bien de carecer de cualquiera de estas estructuras. Las fimbrias o pili estan
presentes en casi todas las especies y son responsables de la fijacion de las células

bacterianas a otras bacterias, a las células huésped y a los bacteriofagos. *°

1.8.1.1 Género Enterobacter. Bacilos rectos, 0.6-1.0 um de ancho x 1.2-3.0 pm
de largo, gramnegativa, movil por flagelos peritricos (excepto E. asburiae). Anaerobio
facultativo, tiene ambos tipos de metabolismo, respiracion y fermentacion. La
temperatura de crecimiento optima es de 30 a 37 °C. p-Glucosa y otros carbohidratos
son catabolizados con la produccion de acido y gas. La prueba de indol resulta negativa.
Muchas cepas son Voges-Proskauer y citrato de Simmons positivo, varia con la prueba
rojo de metilo, prueba lisina negativa (excepto E. gergoviae) y ornitina positiva
(excepto E. agglomerans). La gelatina es ligeramente licuada (3-14 dias) por muchas
cepas, no son producidos H,S, desoxiribonucleasa, y lipasa. Carbohidratos fermentados
por todas o la mayoria de las cepas incluye r-arabinosa, celulosa, maltosa, p-manitol, p-
manosa, salicina y trehalosa. Debido a que muchas cepas del género Enterobacter
producen grandes cantidades de gas por muchos afios la especie fue denominada

Aerobacter. La designacion del género fue cambiada en 1962 por Edgard y Ewing. *"*®

E. aerogenes es la especie mds comunmente encontrada en las muestras clinicas.
Se encuentran ampliamente distribuidas en el agua, los afluentes cloacales, la tierra y
los vegetales. Se asocia con una variedad de infecciones oportunistas las vias urinarias y
el tracto respiratorio, las heridas cutdneas y, en ocasiones, causan septicemia y
meningitis. Se llega a confundir con Klebsiella oxytoca que es ureasa positivo, pero E.

. 38,39
aerogenes €s ureasa negativo.”

1.8.1.2 Género Escherichia. Bacilos rectos, 1.1-1.5 um x 2.0-6.0 pm, se

encuentran solos o en pares, gramnegativas. Cépsulas y microcépsulas aparecen en
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muchas cepas. Algunos son moviles por flagelos peritricos, aunque otros no son
moviles. Los anaerobios facultativos, tiene ambos tipos de metabolismo, respiracion y
fermentacion. La temperatura de crecimiento Optima es 37 °C. p-Glucosa y otros
carbohidratos son catabolizados con la produccién de acido y gas. Prueba oxidasa con
resultado negativo, catalasa positiva, rojo de metilo positivo, Voges-Proskauer negativo
y prueba citrato negativo. No presenta H,S, hidrolisis de la urea, y lipasa. Las especies
de Escherichia reducen nitratos y la mayoria de las cepas fermentan p-arabinosa,
maltosa, p-manitol, p-manosa, | -rhamnosa, p-xylosa y trehalosa. Este microorganismo
es la especie mas recuperada en los laboratorios clinicos y ha sido incriminada en
enfermedades infecciosas que involucran virtualmente todos los tejidos humanos, es por

. . . . . . . , 36. 37,38
esto que ha sido objeto de diversas investigaciones cientificas. *%*"

E. coli es una especie movil, es el principal habitante del intestino grueso y es
unica entre los microorganismos que integran la flora normal y es natural suponer que
su presencia en los alimentos indica reciente contaminacién con heces, ademas es el
patdégeno humano aislado con mayor frecuencia, causante de las infecciones de las vias
urinarias y de las heridas, de neumonia en pacientes hospitalizados inmunosuprimidos,
de meningitis en neonatos y de septicemia. Los ltimos estudios han demostrado que
algunas cepas de E. coli también son patdgenos intestinales importantes que causan una

amplia variedad de enfermedades gastrointestinales. >* >

1.8.1.3 Género Klebsiella. Bacilos rectos, 0.3-1.0 pm de diametro y 0.6-6.0 um
de largo, su arreglo es solo, en pares o en cadenas cortas, gramnegativas. Las células
son encapsuladas, no moviles. Anaerobio facultativo, tiene ambos tipos de
metabolismo, respiracion y fermentacion. La temperatura de crecimiento dptima es 37
°C. p-Glucosa y otros carbohidratos son catabolizados con la produccion de acido y gas.
Prueba oxidasa negativa, catalasa positiva. Las pruebas indol, Voges-Proskauer, citrato
de Simmons y rojo de metilo suelen variar su reaccion dependiendo de la especie.
Usualmente lisina descarboxilasa es positiva y ornitina descarboxilasa negativa. Muchas
especies hidrolizan la urea, reducen nitratos y tienden a crecen en KCN. El H,S no es
producido. Este género fue llamado en honor de Edwin Klebs, un microbidlogo alemén
de fines del siglo XIX, estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza. Debe

sospecharse la presencia de especies de Klebsiella cuando se recuperan colonias grandes
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amarillas de consistencia mucosa de placas de aislamiento. Las Klebsiellas tienen una
tendencia de alojar plasmidos de resistencia a los antibidticos, y ultimamente se han

. . oo 37,38
encontrado cepas resistentes a un amplio espectro de drogas B-lactamicas. >”

K. oxytoca es inmovil se presenta normalmente sobre semillas y plantas y se
halla también en el intestino humano y de los animales, pueden producir infecciones

. . . . . [ 39
urinarias. Se aisla con frecuencia de esputos de pacientes tratados con antibiticos.

1.8.1.4 Género Proteus. Bacilos rectos, 0.4-0.8 um de didmetro x 1.0-3.0 um de
largo, gramnegativa, movil por flagelos peritricos. Muchas cepas presentan el fendmeno
swarm, donde el rasgo caracteristico de alta movilidad se observa como un despliegue
del microorganismo en forma de onda a lo largo de toda la superficie del agar cuando
crece sobre este. Anaerobio facultativo, tiene ambos tipos de metabolismo, respiracion y
fermentacion. La temperatura de crecimiento Optima es 37 °C. p-Glucosa y otros
carbohidratos son catabolizados con la producciéon de 4cido y gas. Prueba oxidasa
negativa, catalasa positiva, rojo de metilo positivo, varian en indol, Voges-Proskauer y
citrato de Simmons. Las pruebas lisina descarboxilasa y arginina dehidrolasa presentan
resultado negativo; solo P. mirabilis es ornitina descarboxilasa positiva. La fenilalanina
y triptéfano son oxidativamente desaminados, la urea es hidrolizada y reduce nitratos.
Crecen en KCN y el H,S es usualmente producido. El malonato no es utilizado. Una o
mas especies reduce glicerol, maltosa, sucrosa, trehalosa, y p-xilosa. Se encuentra en

. . . 37.38
suelos, agua y material contaminado con materia fecal. >

P. vulgaris es comlin encontrarlo en el suelo y vegetacion, ademads en el intestino
de los animales. Contamina frecuentemente los alimentos, determinando su alteracion y
descomposicion. Es frecuentemente su hallazgo en infecciones hospitalarias, se aisla
con mayor frecuencia en huéspedes inmunosuprimidos, en particular aquellos que

. . e 39
reciben tratamientos prolongados con antibidticos.

1.8.2 Género Staphylococcus
Células esféricas, 0.5-1.5 um de didmetro, se encuentran individualmente, en
pares, y en racimos irregulares, células grampositivas, no moviles y sin esporas.

Anaerobios facultativos, con ambos tipos de metabolismo respiracion y fermentacion.
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Sus colonias son usualmente opacas y pueden ser blancas o cremosas, algunas veces
amarillas o anaranjadas. Prueba catalasa positiva, comunmente oxidasa negativo. El
nitrato es casi siempre reducido a nitrito. Es muy comun su crecimiento con 10% de
NaCl. La temperatura de crecimiento Optima es 30-37 °C. Los cocos grampositivos
fueron descritos por primera vez por Koch (1878), quien reconocidé que distintas
enfermedades fueron producidas por organismos que difieren sus patrones de
crecimiento: en pares, cadenas o racimos. El hdbitat natural primario de los
estafilococos es la superficie corporal de los mamiferos donde se los encuentran en
grandes cantidades. En su adaptacion al parasitismo, los estafilococos se encuentran
entre las mas versatiles y prosperas de las bacterias patdogenas. Su agresividad latente se
manifiesta solo si la barrera de la superficie se rompe a causa de un traumatismo o por
cirugia y los microorganismos ganan acceso a los tejidos subyacentes. Una vez que han
invadido el torrente sanguineo los estafilococos pueden producir endocarditis aguda y
lesiones metastaticas diseminadas. Un factor importante en la persistencia del
microorganismo a pesar de la introduccion de numerosos antibidticos
antiestafilococicos efectivos durante los ultimos 40 afios es su capacidad para
desarrollar resistencia a estos agentes. Ha generado gran preocupacion la aparicion de
cepas resistentes a la penicilina y sus derivados y la asociacion de estas cepas con brotes

Y . . . 36,37, 40
epidémicos de infecciones nosocomiales severas. *

Staphylococcus epidermidis produce de manera caracteristica colonias blancas
en agar sangre. Parece ser especifico de huésped para los seres humanos que transportan
el organismo como una parte de la flora normal de la piel. Los sitios mas frecuentes
incluyen axilas, cabeza, brazos y piernas. Por consiguiente el hombre sirve como una
fuente exdgena de contaminacion para la infeccidon de otros, en el huésped normal es un
microorganismo de baja virulencia, pero cuando las defensas estdn bajas puede causar
infecciones series que ponen en riesgo la vida. Las infecciones producidas por S.
epidermidis que afectan las protesis es exclusiva y explica su elevada morbilidad, estas
incluyen endocarditis de valvulas cardiacas naturales y protésicas, infecciones por
catéteres intravenosos, peritonitis asociada con catéteres para didlisis peritoneal,
osteomielitis, infecciones de heridas, infecciones de injertos vasculares e infecciones de

vias urinarias entre otras. Por lo general los aislamientos de S. epidermidis asociados
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con hospitales son resistentes a multiples antibioticos, incluidos la meticilina y

L 36,38
penicilina G. >

1.8.3 Género Streptococcus

Células esféricas u ovoides, 0.5-2.0 um de diametro, se encuentran en pares o
cadenas cuando crecen en medio liquido; algunas veces hay un alargamiento en su
forma. Son células grampositivas, no motiles (méviles) y sin esporas. Algunas especies
son encapsuladas. Son anaerobios facultativos, requerimiento de un medio rico
nutricional para su crecimiento y algunas veces 5% de CO,. Metabolismo fermentativo,
produciendo principalmente lactato pero no gas. Catalasa negativa. Cominmente atacan
las células rojas de la sangre, con alguna decoloracion verdosa (o-hemdlisis) o completo
aclaramiento (B-hemdlisis). El crecimiento es limitado a una temperatura de 25-45 °C
(optimo a 37 °C). Fueron descritos por primera vez por Billroth en 1874 en exudados
purulentos de lesiones y heridas infectadas. Este género comprende un grupo biolégico
grande y diverso de cocos grampositivos que proliferan en medios liquidos forman
pares o cadenas y el largo de la cadena varia de acuerdo con la especie y con la
composicion del medio de cultivo. Los estreptococos son anaerobios facultativos con
metabolismo fermentativo. Son catalasa-negativos, una propiedad importante y

conveniente para la separacion inicial entre estreptococos y estafilococos. >* 7> #0 !

La primera clasificacion fue basada en su capacidad de hemolizar el medio agar
sangre. En 1919, fueron introducidos los términos alfa (a), beta (B), y gamma (y) que

. . . L. 40
describen los tres tipos de reacciones hemoliticas.

Streptococcus agalactiae es generalmente 3-hemolitico, pero puede presentar no
hemodlisis, en algunos casos. Los estreptococos del grupo B habitualmente se encuentran
entre la flora de la faringe, el tracto gastrointestinal y la vagina. Cerca de un 15-20% de
las mujeres embarazadas pueden ser portadoras vaginales. La incidencia de Ia
enfermedad en los neonatos colonizados es baja pero puede tener consecuencias
desastrosas. Pueden producir infecciones cutineas, endocarditis, infeccion puerperal,
septicemia neonatal y meningitis. El tratamiento de eleccion para esta cepa es la
penicilina G, la mayor parte de las cepas también son sensibles a la citromicina, el

cloranfenicol, las cefalosporinas, la vancomicina, el emipenem y la clindamicina. 36,41
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Alrededor del mundo existen numerosas colecciones de cultivo que usualmente
estan asociadas con fines docentes, investigaciones especializadas o para disponer de
cepas patron en multiples procesos industriales. La mayoria de los laboratorios
necesitan cultivos de microorganismos que aseguren su calidad, y por lo tanto, que
mantengan su viabilidad, estén libres de cualquier contaminacién y mantengan sus
caracteristicas fisiologicas. En la actualidad, para la conservacion de cultivos
microbiologicos se emplean la liofilizacion y la crioconservacion, pero cuando los
recursos son escasos para la utilizacion de estas técnicas se emplean alternativas menos

costosas.

En la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza se imparten licenciaturas, como
son Biologia, Medicina, Odontologia y Quimica Farmacéutico Biologica, las que
emplean en sus practicas de laboratorio cultivos de microorganismos. Los cultivos son
mantenidos por el método de transferencia periddica en agar inclinado y presentan

pérdidas por contaminacion, degeneracion y mutacion.

Es por ello que se debe de implementar un método adecuado que asegure el
minimo riesgo de contaminacion del cultivo y la viabilidad no decaiga durante la
conservacion. Ademds que no sea costoso y que los materiales necesarios para
desarrollar el método estén al alcance del laboratorio encargado del mantenimiento y
resiembra del cepario, para que los cultivos microbianos estén a disposicion de los

laboratorios que los requieran en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.
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III. HIPOTESIS

Si se emplea la congelacion a -20°C acompafiado de un agente crioprotector,
glicerol al 10%, se podrd mantener y conservar bacterias con un rango de viabilidad
amplio y estable, esto durante un periodo de conservacion de 180 dias, en el cual la

pureza y la viabilidad no deberan de presentar cambios significativos.
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IV. OBJETIVOS

e Objetivo general

Implementar el método de conservacion por congelacion a -20°C, utilizando las
especies bacterianas: Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella oxytoca ATCC 49131, Proteus vulgaris ATCC 49132,
Staphylococcus epidermidis ATCC 49461, ATCC 12228 y Streptococcus agalactiae
ATCC 13813. Con el fin de determinar la utilidad de este método para aplicarlo al

cepario de la FES Zaragoza.

e Objetivos particulares

Obtener una técnica especifica para la conservacion y almacenamiento de otras
especies bacterianas que tenga caracteristicas similares a las cepas estudiadas, de las
cuales se encargard el Laboratorio de Produccion que realiza el mantenimiento y
resiembra del cepario de la FES Zaragoza, y mismo que llevara un control adecuado que

asegure la viabilidad y pureza de las bacterias.

Evaluar la pureza y viabilidad de las bacterias en la suspension caldo Todd

Hewitt-glicerol al 10%, durante un periodo de 180 dias.
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V. DISENO EXPERIMENTAL

Diagrama 1. Método general
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VL. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material

Cajas Petri (Kimax)

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm(Kimax)
Tubos de ensaye de 18 x 100 mm(Kimax)
Criotubos de 1.8 mL.

Micropipeta semiautomatica de 5 a 50 uL
Micropipeta semiautomatica de 100 pL
Puntas de pléstico para micropipeta
Matraces Erlernmeyer (Pyrex)

Mecheros

Gradillas

Portaobjetos

Asas bacteriologicas

Balanza granataria (OHAUS)

6.2 Material biologico

Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Escherichia coli ATCC 25922

Klebsiella oxytoca ATCC 49131

Proteus vulgaris ATCC 49132

Staphylococcus epidermidis ATCC 49461, ATCC 12228
Streptococcus agalactiae ATCC 13813

6.3 Equipos

Congelador a -20 °C (REVCO)
Incubadora a 37 °C (RIOSSA)
Microscopio 6ptico (ZEISS)

Autoclave
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6.4 Medios de cultivo y reactivos
e Agar soya tripticaseina (Difco)
e (Caldo soya tripticaseina (Merck)
e Caldo Todd Hewitt (Merck)
e Base agar sangre (Bioxon)
e Agar Citrato de Simmons (Merck)
e Caldo base rojo de fenol (Merck)
e Caldo RMVP (Difco)
e Agar LIA (Merck)
e Medio SIM (Merck)
e Medio MIO (Bioxon)
¢ Gelatina bacteriologica (Bioxon)
e Carbohidratos (Merck)
e Glicerol anhidro (JT Baker)
e Crystal violeta (Sigma)
e Lugol (Sigma)
e Alcohol-acetona (Sigma)

e Safranina (Sigma)

6.5 Método

6.5.1 Medios y condiciones de cultivo

Las cepas Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella oxytoca ATCC 49131 y Proteus vulgaris ATCC 49132 fueron desarrolladas
en medio agar soya tripticaseina, las cepas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas. Las
cepas Staphylococcus epidermidis ATCC 49461, ATCC 12228 vy Streptococcus
agalactiae ATCC 13813 en agar sangre a 37 °C por 24 horas.
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6.5.2 Caracterizacion de las cepas

6.5.2.1 Prueba oxidasa. Se realiza con bacterias en crecimiento (18 a 24 horas)
procedentes de un medio que no contenga aziicar como base. En un pedazo de papel
filtro colocado sobre una caja Petri estéril, agregar de dos a tres gotas del reactivo de
oxidasa, e inmediatamente esparcir un pequefio indculo con un palito de madera estéril a
través del papel humedecido previamente con el reactivo. La reaccion es positiva por la

.., ’ 42,43
aparicion de un color purpura oscuro sobre el papel. ™~

6.5.2.2 Produccion de movilidad, indol y ornitina descarboxilasa. Disolver
31 g del medio deshidratado indol-ornitina (MIO) en un litro de agua destilada. Calentar
hasta ebullicion por un minuto y distribuir en tubos de ensaye de 13 x 100 mm con
tapon de algodon, esterilizando a 121 °C, 15 libras de presion durante 15 minutos. Dejar
en reposo en posicion vertical, inocular por picadura, incubar por 24 horas a 37 °C.
Observar movilidad y descarboxilacion de ornitina. Adicionando cinco gotas del
reactivo Kovacs observar la produccion de indol, la reaccion es positiva cuando hay
aparicion de un anillo de color rojo en la interfase del medio, negativo si no hay ningtin

desarrollo de color y variable si se produce un color anaranjado en la superficie. **

6.5.2.3 Prueba rojo de metilo y reaccion Voges-Proskauer. Disolver 17 g del
medio deshidratado de RMVP en un litro de agua destilada. Mezclando bien, distribuir
en tubos de 13 x 100 mm con tapén de algodon, esterilizandose a 121 °C, 15 libras de

presion por 15 minutos y dejar enfriar. Inocular e incubar a 37 °C durante 24 horas. *

Prueba de rojo de metilo: se agregd 5 gotas de rojo de metilo a 2 mL del cultivo
incubado, es positivo cuando el reactivo permanece con un color rojo, negativo color
amarillo en la superficie del medio. En la reaccion Voges Proskauer; se agreg6 a 2 mL
del cultivo inoculado 0.2 mL de NaOH al 40% y 0.6 mL de alfa naftol, mezclando
perfectamente. La lectura final después de 15 minutos, es positivo con aparicion de

color rosado-rojo y negativo si el color amarillo aparece en la superficie del medio. **

6.5.2.4 Hidrdlisis de urea. Disolver 29 g de urea deshidratada en 100 mL de

agua destilada y esterilizar por filtracion. Mientras que se disuelve 15 g de agar en 900
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mL de agua destilada y esterilizar a 121 °C, 15 libras de presion por 15 minutos.
Agregar los 100 mL de urea estéril, en condiciones asépticas al agar, distribuir a tubos
estériles de 18 x 150 mm con tapon de algodon, enfridndose en posicion inclinada.
Inocular en el de pico de flauta pero no punzar el fondo, con inéculo denso e incubar a
35 °C durante 24 horas, es positivo cuando aparece un color rosado a rojo intenso en el

pico de flauta y negativo cuando no hay cambio de color. **

6.5.2.5 Fenilalanina desaminasa. Suspender 23 g del medio de fenilalanina en
un litro de agua destilada, calentando cuidadosamente hasta disolucion, distribuir en
tubos de 18 x 150 mm con tapon de algodon esterilizando a 121 °C, 15 libras de presion
durante 15 minutos. Enfriar en posicion inclinada, sembrar con un indculo denso e
incubar a 35 °C durante 18 a 24 horas, se agregan directamente 4-5 gotas de cloruro
férrico al 10%, deslizandolo por el pico de flauta, la prueba es positiva cuando hay
formacion de color verde palido a intenso en el pico de flauta y negativa si no hay

cambios, permanece amarillo debido al reactivo. ****

6.5.2.6 Descarboxilacion de la lisina. Suspender 33 g del medio deshidratado
agar hierro-lisina (LIA) en un litro de agua destilada. Calentando cuidadosamente,
agitar con frecuencia y hervir durante un minuto. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm
con tapon de algodon esterilizando a 121 °C (15 libras de presion) durante 15 minutos.
Enfriar en posicion inclinada, inoculdndose el fondo del medio por picadura y la
superficie en estria e incubar a 37 °C durante 24 horas, la prueba es positiva cuando el
pico de flauta es color purpura y el extremo inferior purpura (alcalino) y negativa si el

pico de flauta es pirpura, y extremo inferior amarillo. ****

6.5.2.7 Fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa junto a formacion de
H»S. Hidratar 59.4 g del medio agar hierro triple azicar (TSI) en un litro de agua
destilada. Calentar con agitacion frecuente hasta ebullicion. Distribuir en tubos de 13 x
100 mm con tapon de algoddn, esterilizando a 121 °C, 15 libras de presion durante 15
minutos. Enfriar y solidificar en posicion inclinada. Inocular el fondo del medio por
picadura y sembrar la superficie con inoculo denso, incubar a 37 °C durante 24 horas.
Reaccion acido- acido (amarillo/amarillo) fermentacion de glucosa y lactosa, reaccion

alcalino- acido (rojo/amarillo) solo fermenta glucosa, alcalino- alcalino (rojo/rojo) no
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fermenta glucosa ni lactosa. El rompimiento del agar la aparicion de gas y la aparicion

.o . . . ., 42
de oscurecimiento del medio significa produccion de H,S.

6.5.2.8 Licuefaccion de gelatina. Agregar 30 g de medio gelatina nutritiva en
un litro de agua y dejar reposar, posteriormente calentar suavemente hasta disolver el
medio. Distribuir en tubos 13 x 100 mm esterilizdndose a 121 °C, 15 libras de presion
por 15 minutos. Enfriar en posicion vertical para su inoculacion por puncion. Incubar a
35 °C por 24 horas el tubo inoculado con respecto a un tubo sin inocular (tubo control) y
positivo cuando el medio se hace liquido a comparacién con el tubo control que se

mantiene s6lido. #°

6.5.2.9 Fermentacion de hidratos de carbono. Disolver 16 g del caldo basico
de rojo de fenol en un litro de agua destilada, agregar directamente 10 g del azucar que
se desee para obtener una concentracion del 1%. Mezclando bien, distribuir en tubos de
13 x 100 mm con tapén de algodon, esterilizdndose a 116- 118 °C, 10 a 12 libras de
presion por 15 minutos y dejar enfriar. Inocular por difusion e incubar a 37 °C durante
18 a 24 horas, la reaccion es acida cuando hay vire amarillo y negativo si el tubo se

42,45
torna rosa o rojizo.

6.5.2.10 Utilizacion de citrato. Suspender 22 g del medio Citrato de Simmons
en un litro de agua destilada, calentando suavemente hasta su disolucion, distribuir en
tubos de 18 x 150 mm con tapon de algodon y esterilizar a 121 °C, 15 libras de presion
durante 15 minutos. Enfriar y solidificar en posicidn inclinada, sembrar la superficie del
medio e incubar a 35 °C durante 24 a 48 horas, positivo cuando aparece un color azul

intenso en el pico de flauta y negativo sin cambio en el color del medio (verde). ****

6.5.2.11 Utilizacion de acetato El medio acetato es preparado en la misma
manera como el agar citrato de Simmons excepto que es utilizado el 0.25% de acetato
de sodio en lugar de citrato. Esto es usado para determinar cual microorganismo es
capaz de utilizar acetato como unica fuente de carbono, es positivo al desarrollarse un

. . . .44
color azul y negativo sin cambio en el color del medio.
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6.5.2.12 Reduccidon de nitrato. Disolver 17 g del caldo con nitrato, calentar
suavemente hasta disolucion y distribuir en tubos de 13 x 100 mm con tapén de
algodon. Esterilizar a 121 °C, 15 libras de presion por 15 minutos. Enfriar e inocular por
difusion, incubandose a 35 °C de 18 a 24 horas. Posteriormente agregar 5 gotas del
reactivo a-naftilamina y cinco gotas de acido sulfanilico, después de un tiempo se

. .. . . 42
interpretan los resultados, positivo si aparece color rosado a rojo intenso.

6.5.2.13 Agar para prueba DNAsa (Desoxirribonucleasa). Suspender 42 g del
medio en un litro de agua destilada remojando de diez a quince minutos y mezclando
con todo cuidado. Se agrega en ese momento 10 g de manitol y 0.025 g de azul de
bromotimol. Mezclando cuidadosamente de nuevo para obtener una suspension
homogénea, calentar a ebullicion durante un minuto. Esterilizarse en autoclave de 12 a
15 libras de presion durante 15 minutos. Enfriando a 45- 50 °C y posteriormente vaciar

en cajas Petri. ¥

Adicionar después del desarrollo bacteriano una gota de éacido clorhidrico
normal o unas gotas de azul de toluidina al 10%. Con algunas cepas a veces necesario
aumentar la concentracion de HCI a 2N para obtener una reaccion nitida para que
aparezca bien definida en la formacion del halo claro alrededor del desarrollo
bacteriano. En presencia de 4cido clorhidrico diluido, este reacciona con el acido
desoxirribonucleico (ADN) del medio de cultivo formando un precipitado nebuloso. En
cambio, las colonias productoras de desoxirribonucleasa, aparecieron rodeadas de una
zona o halo claro que contienen fracciones de nucledtidos solubles procedentes de la
degradacion del ADN, que no son precipitados por el acido clorhidrico. Prueba positiva

cuando hay un precipitado alrededor de la colonia, ademas de un halo color rosa. *

6.5.2.14 Prueba catalasa
Con una aguja de inoculacion se recoge el centro de una de las colonias aisladas
y colocar sobre un portaobjetos de vidrio limpio, agregar una gota de H,O, al 30%.

. ., . . ., 42
Inmediatamente observar la formacion de burbujas liberacion de gas.
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6.5.2.15 Hemolisis

Las placas de agar sangre se preparan disolviendo 40 g del agar en un litro de
agua destilada, calentando suavemente. Se esterilizan a 121 °C, 15 libras de presion
durante 15 minutos. Enfriar lo suficiente para agregar la sangre de carnero desfibrinada
estéril y mezclar con movimientos ligeros, para después distribuirlo en cajas Petri

permitiendo solidificarse, sembrar las cajas incubandose a 35 °C durante 24 a 48 hrs. *°

La observaciéon e interpretacion de las propiedades hemoliticas es muy
importante y se debe de examinar con transiluminacién con una luz brillante por detrés
de la placa para detectar reacciones hemoliticas en el agar, el tipo de hemolisis

. . . 38
dependiendo del microorganismo puede ser:

o-hemolisis: Lisis parcial de los eritrocitos que rodean la colonia, que produce

. . . . 38
un cambio de color gris-verdoso o amarronado del medio de cultivo.

B-hemolisis: Lisis completa de los globulos rojos que rodean una colonia, que

produce una eliminacion total de la sangre del medio de cultivo. **

v-hemolisis: Ausencia de hemolisis y en consecuencia ninguna alteracion de
color del medio que rodea a una colonia. Los microorganismos que no producen

hemolisis se denominan habitualmente no hemoliticos, en lugar de y-hemoliticos. **
o prima: Un pequefio halo de eritrocitos intactos inmediatamente adyacente a la

colonia, con una halo de hemolisis completa que rodea el halo de eritrocitos intactos,

. . , 1.+ 38
suele confundirse muy seguido con la B-hemolisis.
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Diagrama 2. Caracterizacion de las cepas
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6.5.3 Preparacion de la suspension de las bacterias

La suspension para bacterias aerobias se prepard con caldo Todd Hewitt y
glicerol al 10%, esta mezcla se esteriliza en autoclave a 121°C por 15 min.

Se necesitan viales estériles o criotubos, los cuales son cerrados y esterilizados
en autoclave a 121°C por 15 min. Los viales estériles pueden ser almacenados
en un cuarto a la temperatura requerida.

Se requirié hacer un crecimiento bacteriano en un medio solido no selectivo, en
este caso se utilizd agar soya tripticaseina y se sometieron a condiciones Optimas
de crecimiento, 37 °C por 24 horas.

Asépticamente afiadir 2 mL de suspension al agar inclinado.

Suspender el cultivo usando un asa y mezclar completamente la suspension
resultante.

Asépticamente distribuir la suspension celular dentro del criotubo. Aspirar la
suspension varias veces y asegurar que las burbujas de aire dentro son sacadas
por la suspension bacterial.

Depositar en los contenedores los criotubos con la suspension bacteriana. Poner
estos directamente en un congelador a -20°C.

Para recuperar las bacterias: sacar un criotubo del congelador y abrirlo bajo
condiciones asépticas. Usando un asa estéril, tomar una muestra.
Inmediatamente regresar el tubo al congelador para prevenir al volumen restante
de la descongelacion.

Directamente inocular dentro de un medio liquido, caldo soya tripticaseina, para

evaluar su viabilidad. %
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Diagrama 3. Preparacion de la suspension de las bacterias
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6.5.4 Método Miles y Misra para recuento de viabilidad (por goteo)

Las placas de agar soya tripticaseina se secan en la estufa en posicion inclinada,
evitando asi que haya goteo en la superficie de la placa.

Dividir la parte inferior de la placa, en 8 secciones, en los que se anota 107, 107
y asi sucesivamente, hasta 10,

Anadir con una micropipeta 10 puL de la suspension celular a 90 pL de caldo
soya tripticaseina, mezclar y pasar 10 pL de esta dilucion al tubo 2.
Homogenizar y transferir 10 uL en el sector marcado con 107

Utilizando otra pipeta repetir la operacion con el tubo 2, es decir, homogenizar y
afiadir 10 pL en el sector marcado con 107y 10 uL al tubo 3, asi sucesivamente
hasta la dilucién 10™®. No mover las placas, al menos durante 30 minutos o hasta
que el medio absorba las gotas. A continuacion, las placas se incuban durante 18
horas.

Se cuentan los sectores que contengan alrededor de 20 colonias.

Se realizaran los calculos para obtener UFC/mL.

(Factor de dilucion)(# de colonias contadas)
0.01mL

= UFC/mL

Una vez calculadas las UFC/mL se realizd el calculo del porcentaje de
viabilidad:

(UFC/mL t = n)(100%)
UFC/mL t =0

= % de viabilidad en el tiempo n

Criterios tomados para la realizacion de la cuenta viable para el método de

conservacion por congelacion:

a. Una vez realizada la suspension bacteriana se tomo6 una alicuota de 10 uL y
se realiz6 una cuenta viable una cuenta viable antes de congelar, esto con el
fin de conocer la concentracion inicial bacteriana (t=0).

b. Posteriormente cada 15 dias se tomaron muestras de las suspensiones
bacterianas para realizarles cuentas viables (t=n), hasta los 180 dias, para

. - 39,46,4
conocer el efecto de la congelacion en su almacenaje. > ** ¥/
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Diagrama 4. Método Miles y Misra para recuento de viabilidad
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VII. RESULTADOS

1. Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Como se puede observar en la Grafica 1, en la suspension con crioprotector se
obtuvo una viabilidad del 43.18% después de 180 dias y en la suspension sin
crioprotector, se obtuvo una viabilidad del 0.05%, donde se puede observar un efecto
drastico en la viabilidad de la suspension sin crioprotector, lo que significa una

diferencia del 43.13% menor a la suspension con crioprotector.
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Grafica 1. Viabilidad de Enterobacter aerogenes ATCC 13048 a -20 °C.

—&— Suspension con crioprotector (caldo soya tripticaseina-glicerol al 10%)
u Suspension sin crioprotector (caldo soya tripticaseina)
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Cuadro 3. Pruebas bioquimicas para Enterobacter aerogenes ATCC 13048, prueba

confirmatoria previa al estudio inicial y prueba confirmatoria final.

Pruebas Prueba Inicial | Prueba Final Prueba Final
Cepas con | Cepas sin
crioprotector crioprotector

Oxidasa - - -

Produccion de Indol - - -

Rojo de metilo - - -

Voges-Proskauer + + +

Produccion de H,S - - -

Hidrdlisis de Urea - - -

Fenilalanina - - -

desaminasa

Lisina descarboxilasa + + +

Arginina dihidrolasa \4 - -

Ornitina descarboxilasa + + +

Hidrolisis de gelatina - - -

TSI A/A A/A A/A

Produccion de acido a

partir de:

Manitol A A \Y
Sacarosa A A A
Glucosa A \4 \4
Lactosa A A A
Sorbitol \4 A A
Trehalosa A A A
Rafinosa A A A
Salicina \Y A A
Maltosa A A A

Utilizacion de acetato -

Reduccion de Nitrato + + +

Desoxiribonucleasa - - -

Catalasa + + +

— = Negativo a la prueba
+ = Positivo a la prueba
A = Fermentacion acida
V = Resultado variable
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2. Escherichia coli ATCC 25922

En la Gréfica 2 se observa que la viabilidad de la suspension de E. coli con
crioprotector es de 35.75%, mientras la viabilidad de la suspension sin crioprotector
decae hasta 0.56% de la concentracion original, lo que quiere decir que hay una

diferencia del 35.15% entre las dos suspensiones.
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Gréfica 2. Viabilidad de Escherichia coli ATCC 25922 a -20 °C.

¢ Suspension con crioprotector (caldo soya tripticaseina-glicerol al 10%)
Suspension sin crioprotector (caldo soya tripticaseina)
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Cuadro 4. Pruebas bioquimicas para Escherichia coli ATCC 25922, prueba

confirmatoria previa al estudio inicial y prueba confirmatoria final.

Pruebas Prueba Inicial | Prueba Final Prueba Final
Cepas con | Cepas sin
crioprotector crioprotector

Oxidasa - - -

Produccion de Indol + + +

Rojo de metilo + + +

Voges-Proskauer - - -

Produccion de H,S - -

Hidrdlisis de Urea - -

Fenilalanina - - -

desaminasa

Lisina descarboxilasa + + +

Arginina dihidrolasa + + +

Ornitina descarboxilasa + + +

Hidrolisis de gelatina - - -

TSI A/A A/A A/A

Produccion de acido a

partir de:

Manitol A A A
Sacarosa - - -
Glucosa A A A
Lactosa A A A
Sorbitol A A A
Trehalosa A A A
Rafinosa - - -
Salicina - - -
Maltosa A A A

Utilizacion de acetato + + +

Reduccion de Nitrato + + +

Desoxiribonucleasa - - -

Catalasa + + +

— = Negativo a la prueba
+ = Positivo a la prueba
A = Fermentacion acida
V = Resultado variable
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3. Klebsiella oxytoca ATCC 49131

La suspension con crioprotector que contiene a K. oxytoca da un porcentaje de
viabilidad del 41.46% de la viabilidad inicial, mientras que para la suspension sin
glicerol se obtiene una viabilidad de 0.88%, dando una diferencia del 40.58% lo que nos

hace ver un rango considerable de viabilidad entre las dos suspensiones (Grafica 3).
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Grafica 3. Viabilidad de Klebsiella oxytoca ATCC 49131 a -20 °C.

—4&— Suspension con crioprotector (caldo soya tripticaseina-glicerol al 10%)
- Suspension sin crioprotector (caldo soya tripticaseina)
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Pruebas

Prueba Inicial

Prueba Final
Cepas
crioprotector

confirmatoria previa al estudio inicial y prueba confirmatoria final.

con

Prueba Final
Cepas
crioprotector

sin

Cuadro 5. Pruebas bioquimicas para Klebsiella oxytoca ATCC 49131, prueba

Oxidasa

Produccion de Indol

+ |1

+ |1

+ |1

Rojo de metilo

Voges-Proskauer

+ |1

+ |1

+ |1

Produccion de H,S

Hidrolisis de Urea

+

+

+

Fenilalanina
desaminasa

Lisina descarboxilasa

Arginina dihidrolasa

<+

<+

Ornitina descarboxilasa

Hidrolisis de gelatina

TSI

A/A

A/A

Produccion de acido a
partir de:

Manitol

Sacarosa

Glucosa

Lactosa

Sorbitol

Trehalosa

Rafinosa

Salicina

Maltosa

Utilizacion de acetato

Reduccion de Nitrato

+ [+ [ [ [ > |> >

+ [+ [ [ [ [> 2| >

+ [+ [P <P >

Desoxiribonucleasa

Catalasa

+ |1

+ |1

+ |1
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4. Proteus vulgaris ATCC 49132

En la Grafica 4 se observa un porcentaje de viabilidad de la suspension con
glicerol del 52.27% con respecto a la suspension sin crioprotector que es del 0.62%, la

diferencia que existe entre las dos suspensiones es del 51.65%.
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Grafica 4. Viabilidad de Proteus vulgaris ATCC 49132 a -20 °C.

—&— Suspension con crioprotector (caldo soya tripticaseina-glicerol al 10%)
—Jl— Suspension sin crioprotector (caldo soya tripticaseina)
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Cuadro 6. Pruebas bioquimicas para Proteus vulgaris ATCC 49132, prueba

confirmatoria previa al estudio inicial y prueba confirmatoria final.

Pruebas Prueba Prueba Final Prueba Final
Inicial Cepas con | Cepas sin
crioprotector crioprotector
Oxidasa - -
Produccion de Indol
Rojo de metilo
Voges-Proskauer - -
Produccion de H,S
Hidrdlisis de Urea
Fenilalanina
desaminasa
Lisina descarboxilasa - - -
Arginina dihidrolasa - - -
Ornitina - - -
descarboxilasa
Hidrolisis de gelatina - - -
TSI A/A A/A A/A
Produccion de acido
a partir de:
Manitol - - -
Sacarosa A A A
Glucosa A A A
Lactosa - - -
Sorbitol - - -
Trehalosa - - -
Rafinosa - - -
Salicina A A A
Maltosa A A A
Utilizacion de acetato - - -
Reduccion de Nitrato + + +
Desoxiribonucleasa - - -
Catalasa + + +

+

+ |+
++
+

+|+ |+
++ [+
++ [+

— = Negativo a la prueba
+ = Positivo a la prueba
A = Fermentacion acida
V = Resultado variable
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5. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Como se observa en la Grafica 5 S. epidermidis ATCC 12228, hay una
viabilidad después de 180 dias en la suspension con crioprotector de 40% y para la

suspension sin crioprotector es del 6.78%, con una diferencia entre las dos muestras de

33.22%.

" -N
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o 7 15 30 45 BO 75 90 105 120 135 150 165 180

dias

Grafica 5. Viabilidad de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 a -20 °C.

—4#— Suspension con crioprotector (caldo soya tripticaseina-glicerol al 10%)
—jl— Suspension sin crioprotector (caldo soya tripticaseina)
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Cuadro 7. Pruebas bioquimicas para Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, prueba

confirmatoria previa al estudio inicial y prueba confirmatoria final.

Pruebas Prueba Inicial | Prueba Final Prueba Final
Cepas con | Cepas sin
crioprotector crioprotector

Voges-Proskauer + + \Y%

Hidrdlisis de Urea - - -

Arginina dihidrolasa - - \

Ornitina descarboxilasa + + +

Produccion de acido a

partir de:

Manitol - - -
Sacarosa A A A
Lactosa A A A
Trehalosa - - -
Rafinosa - - -
Salicina - - -
Maltosa A A A

Reduccion de Nitrato + + +

Desoxiribonucleasa - - -

Catalasa + + +

Hemodlisis B B B

— = Negativo a la prueba
+ = Positivo a la prueba
A = Fermentacion acida
V = Resultado variable
o = a-hemolisis

B = B-hemodlisis
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6. Staphylococcus epidermidis ATCC 49461

Se obtuvo una viabilidad del 42.19% para la suspension con crioprotector de S.
epidermidis ATCC 49461, y para la suspension sin crioprotector del 6.89%, esto da una

diferencia entre las dos suspensiones del 35.3%, Gréfica 6.
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Grafica 6. Viabilidad de Staphylococcus epidermidis ATCC 49461 a -20 °C.

—&— Suspension con crioprotector (caldo soya tripticaseina-glicerol al 10%)
—J— Suspension sin crioprotector (caldo soya tripticaseina)
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Cuadro 8. Pruebas bioquimicas para Staphylococcus epidermidis ATCC 49461, prueba

confirmatoria previa al estudio inicial y prueba confirmatoria final.

Pruebas Prueba Inicial | Prueba Final Prueba Final
Cepas con | Cepas sin
crioprotector crioprotector

Voges-Proskauer + + \Y%

Hidrdlisis de Urea - - -

Arginina dihidrolasa - \ -

Ornitina descarboxilasa \Y \Y \Y

Produccion de acido a

partir de:

Manitol - - -
Sacarosa A A A
Lactosa A A A
Trehalosa - - -
Rafinosa - - -
Salicina - - -
Maltosa A A A

Reduccion de Nitrato + + +

Desoxiribonucleasa - - -

Catalasa + + +

Hemodlisis B B B

— = Negativo a la prueba
+ = Positivo a la prueba
A = Fermentacion acida
V = Resultado variable
o = a-hemolisis

B = B-hemodlisis
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7. Streptococcus agalactiae ATCC 13813

En la Grafica 7, se obtuvo una viabilidad para la suspension con crioprotector
del 36.96% y un porcentaje de viabilidad del 1% para la suspension sin crioprotector

donde la diferencia entre las dos es del 35.96% para el S. agalactiae.
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Grafica 7. Viabilidad de Streptococcus agalactiae ATCC 13813 a -20 °C.

—&®#— Suspensién con crioprotector (caldo soya tripticaseina-glicerol al 10%)
—ll— Suspension sin crioprotector (caldo soya tripticaseina)
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Cuadro 9. Pruebas bioquimicas para Streptococcus agalactiae ATCC 13813, prueba

confirmatoria previa al estudio inicial y prueba confirmatoria final.

Pruebas Prueba Inicial | Prueba Final Prueba Final
Cepas con | Cepas sin
crioprotector crioprotector

Voges-Proskauer + + \4

Arginina dihidrolasa - - -

Produccion de acido a

partir de:

Manitol - - -
Lactosa \Y + \4
Sorbitol - - -
Trehalosa \Y \4 -
Rafinosa - - -
Salicina - - -
Hemolisis o o o

— = Negativo a la prueba
+ = Positivo a la prueba
A = Fermentacion acida
V = Resultado variable
o = a-hemolisis

B = B-hemodlisis
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

En este método de conservacion es fundamental que se evitaran lesiones en las
células bacterianas provocadas por la congelacion, como la formacion de cristales de
hielo y el dafio provocado por el aumento en la concentracion de solutos durante la
formacion progresiva de los cristales de hielo en la suspension que afectan la viabilidad
celular. Esto puede ser provocado con el aumento de la permeabilidad en los solutos
intracelulares dando como resultado la deshidratacion celular, es por esto que son
utilizados rutinariamente los crioprotectores para la conservacion de las cepas
bacterianas, modifican la tonicidad de las células haciendo posible el que las
velocidades de enfriamiento sean lentas, de esta manera se minimiza la congelacion

. 11, 48
intracelular.

Los pocos estudios que se han hecho detallando la congelacion a -20 °C han
demostrado un menor porcentaje en la viabilidad de las cepas al ser conservadas, con
respecto a la liofilizacion y a la crioconservacion que tienden a ser métodos
estandarizados por un periodo largo, ambos métodos de preservacion proveen variacion
exitosa de diferentes especies de bacterias, aunque hay que mencionar que ninguna
técnica resulta con el 100% de recuperacion de las células conservadas, ademas, cuando
no se cuenta con los recursos necesarios para aplicar éstas técnicas se hace una

. . 49,24
busqueda de alternativas.™

Ademés, otro factor en donde el crioprotector tienen un aspecto importante es el
minimizar el riesgo en el proceso de congelacion de bacterias por la formacion de
cristales de hielo fuera de la célula, ya que sin el crioprotector se produce la salida de
agua desde el interior de esta, lo que provoca un aumento de la concentracion
intracelular de electrolitos y la desnaturalizacion de las proteinas. La membrana celular

. . ST po. . 36, 50
se lesiona y tiene lugar una pérdida de compuestos orgénicos intracelulares. ™

Este proyecto probo y evalud el método de conservacidon de una suspension
bacteriana con un agente crioprotector, en este caso glicerol al 10%, con respecto a una
suspension que no contenga el crioprotector, para congelarse a -20 °C, evaluando la

viabilidad por 180 dias; observandose los siguiente en cada caso particular.
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En la suspension de Enterobacter aerogenes ATCC 13048 y como se ve en la
Grafica 1, después de 180 dias se obtuvo un porcentaje de viabilidad del 43.18% en la
suspension con crioprotector, mientras que en la suspension sin crioprotector equivale a
lo aproximado a 40 dias. Al final del tiempo de la prueba de la suspension control (sin
crioprotector) se obtiene una viabilidad del 0.05%, lo que significa una diferencia del
43.13% menor a la suspension con crioprotector; es decir que en la suspension celular la
viabilidad celular es casi nula debido a la ausencia del crioprotector, con lo que se puede
determinar que en el primer caso la cepa aun es viable para poder utilizarla, mientras
que para el segundo caso no. Esto se puede observar claramente en la Figura 1 que
muestra la placa de E. aerogenes con crioprotector al final del estudio como hay
crecimiento en la dilucion 10® manteniendo un buen porcentaje de viabilidad, mientras
que en la Figura 2 se ve el efecto adverso que ha sufrido la misma bacteria en la
suspension sin crioprotector. Finalmente en el Cuadro 3 no muestra una variacidon

significativa en las pruebas bioquimicas, por lo que no hay cambio en su metabolismo.

Figura 1. Recuento de viabilidad Figura 2. Recuento de viabilidad

de E. aerogenes ATCC 13048, de E. aerogenes ATCC 13048,

suspension con crioprotector. suspension control (sin
crioprotector)

En la Gréfica 2 se observa la viabilidad final en la suspension de E. coli ATCC
25922 muestra con crioprotector de 35.71%, mientras la viabilidad en la suspension sin
crioprotector sufre un efecto drastico, decae hasta 0.56% de la concentracion original.
Lo que quiere decir que hay una diferencia del 35.15%, es decir que el efecto del
crioprotector es muy considerable e importante para la supervivencia de la bacteria,
aproximadamente cuando en la suspension control tiene 45 dias de congelacion su por

ciento de viabilidad es similar al obtenido finalmente por la suspension con
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crioprotector. Esto se ve claramente en la Figura 3 la cual presenta crecimiento en la
dilucion 10 a diferencia de la Figura 4 donde el crecimiento apenas es visible en la
dilucion 107, Por otro lado se puede observar en el Cuadro 4 que no hay variacion
significativa en las pruebas bioquimicas, por lo que hay una estabilidad del inicio al

final del estudio.

Figura 3. Recuento de viabilidad Figura 4. Recuento de viabilidad
de E. coli ATCC 25922, suspension de E. coli ATCC 25922, suspension
con crioprotector. control (sin crioprotector)

La suspension con crioprotector que contiene a K. oxytoca ATCC 49131 da un
porcentaje de viabilidad del 41.46% en la viabilidad final, mientras que para la
suspension sin glicerol se obtiene una viabilidad de 0.88%, dando una diferencia del
40.58% lo que nos hace ver un rango considerable de viabilidad entre las dos
suspensiones, aproximadamente en el dia 50 es cuando la suspension control tiene un
porcentaje similar al obtenido al final de los 180 dias por la suspension con
crioprotector (Grafica 3), esto también se demuestra con la Figura 5 y 6 donde se
observa la diferencia en el crecimiento de las colonias, en la placa con crioprotector en
la dilucién 10” y en la suspension control en la dilucion 107, Se puede observar en el
Cuadro 5 que no hay variacion significativa en las pruebas bioquimicas, por lo que no

hay cambio en el metabolismo de las suspensiones de esta bacteria.
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Figura 5. Recuento de viabilidad Figura 6. Recuento de viabilidad

de K oxytoca ATCC 49131, de K oxytoca ATCC 49131,

suspension con crioprotector. suspension control (sin
crioprotector)

Para la suspension de P. vulgaris ATCC 49132 se observa un porcentaje de
viabilidad final de la suspension con glicerol del 52.27% con respecto a la suspension
sin crioprotector que es del 0.62%, lo que se hace evidente que en la suspension control
esta proxima al por ciento de viabilidad final de la muestra con crioprotector en el dia
30, ademas la diferencia que existe es de 51.65%, Grafica 4. Esto se puede observar
claramente en la Figura 7 que muestra la placa de P. vulgaris con crioprotector
crecimiento en la dilucién 10, mientras que en la Figura 8 se ve el efecto adverso que
ha sufrido la misma bacteria en la suspension sin crioprotector. Ademas en el Cuadro 6
se hace notar que no hay variacion significativa en las pruebas bioquimicas, por lo que

se mantienen estables las bacterias.

Figura 7. Recuento de viabilidad Figura 8. Recuento de viabilidad

de P. wulgaris ATCC 49132, de P. wulgaris ATCC 49132,

suspension con crioprotector. suspension control (sin
crioprotector)

Como se observa en las Figuras 9 y 10 de las placas de S. epidermidis ATCC

12228 el crecimiento de la suspension control y de la suspension muestra con
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crioprotector se ven similares, pero en el calculo del por ciento de viabilidad nos indica
que después de 180 dias en la suspension con crioprotector hay 40% con respecto a lo
inicial y para la suspension control es de 6.78%, con una diferencia entre las dos
muestras de 33.22% superior a la muestra con crioprotector, lo que es evidente en la
suspension control a los 90 dias la viabilidad es similar al obtenido al final en la muestra
con crioprotector, es decir que para la suspension control a la mitad del muestreo hay un
porcentaje similar al obtenido por la suspension con crioprotector, como lo podemos ver
en la Grafica 5. En las pruebas bioquimicas se pueden observar en el Cuadro 7, en

donde no hay cambios significativos en las pruebas iniciales con respecto a las finales.

Figura 9. Recuento de viabilidad Figura 10. Recuento de viabilidad de
de S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis ATCC 12228,
suspension con crioprotector. suspension control (sin crioprotector)

Mientras tanto para S. epidermidis ATCC 49461 se obtuvo una viabilidad del
42.19% para la suspension con crioprotector y para la suspension sin crioprotector del
6.89%, esto es una diferencia de 35.3%, ademas haciendo una comparacion entre el por
ciento de la viabilidad de la suspension con crioprotector al final del estudio con
respecto a un porcentaje de viabilidad de la suspension control esta debe estar en los 80
dias de haber empezado el estudio para tener una viabilidad aproximada (Grafica 8). Por
otro lado otra diferencia que se puede observar es en la Figura 11 que muestra la placa
de la suspension con crioprotector como hay crecimiento en la dilucion 10, mientras
que en la Figura 12 se ven suficientes colonias para ser contadas en la diluciéon 107 en la
suspension bacteriana sin crioprotector. Ademas, en las pruebas bioquimicas que tienen
por objetivo probar que la bacteria no presente cambios en su estabilidad, en el Cuadro

8 donde no se ven cambios con respecto al inicio y al final del muestreo.
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Figura 11. Recuento de viabilidad Figura 12. Recuento de viabilidad

de S. epidermidis ATCC 49461, de S. epidermidis ATCC 49461,

suspension con crioprotector. suspension control (sin
crioprotector)

En la Gréfica 7 que pertenece a la bacteria S. agalactiae ATCC 13813 se obtuvo
una viabilidad para la suspension con crioprotector del 36.96% y un porcentaje de
viabilidad del 1% para la suspension sin crioprotector, donde la diferencia es del
35.96% entre las dos suspensiones del S. agalactiae. En las Figuras 13 y 14 es evidente
que las colonias contadas aparecen en las concentraciones mas altas de las placas, 107 y
107 respectivamente, por ello se ve la diferencia considerable entre los dos tipos de
muestras, donde podemos observar que aproximadamente en el dia 80 el por ciento de
viabilidad calculada es similar a la viabilidad obtenida por la suspension con
crioprotector al final del estudio. Otro punto que analizar es el de las pruebas
bioquimicas que se presentan en el Cuadro 9 al final del muestreo no hay cambios en la

actividad metabolica con respecto a las pruebas iniciales.

Figura 13. Recuento de viabilidad Figura 14. Recuento de viabilidad

de S. agalactine ATCC 13813, de S. agalactiane ATCC 13813,

suspension con crioprotector. suspension control (sin
crioprotector)
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Es muy importante notar la diferencia que se marca en los resultados con
respecto a la diferencia que hay entre las suspensiones con crioprotector y las muestras
control, es donde se puede demostrar la eficiencia que tiene el crioprotector para
mantener a las células viables, este ayuda a las células a resistir y minimizar el dafio
celular que se produce en el proceso de congelacion. Ademads se observa que gracias a
este agente las células pueden ser recuperadas en un lapso de tiempo mads prolongado,
ya que ninguna suspension sin el agente crioprotector presentd un mayor valor en su
porcentaje de viabilidad en la mitad del tiempo con respecto al los valores finales de las
suspensiones con el agente crioprotector. En otras palabras mientras que para la
muestras con glicerol se puede mantener una viabilidad confiable en un lapso de tiempo
de 180 dias o mas, las muestras sin el crioprotector pueden dar una viabilidad 6ptima

antes de los 90 dias.

Uno de los objetivos en que se basé el estudio no solo fue conseguir el mantener
la viabilidad en condiciones Optimas a las bacterias congeladas, sino ademds que estas
no presentaran cambios significativos en su estructura y bioquimica, por lo que se
realizaron tinciones de Gram a las bacterias después de cada muestreo de las placas
donde se realizaban el conteo de UFC, con la cual se verifico que las células seguian sin
cambios estructurales y presentaban una morfologia microscdpica acorde a lo expresado

por la bibliografia.

Un factor importante que influy6 en la viabilidad de las suspensiones bacterianas
fueron los ciclos repetidos de congelacion y descongelacion que son mucho mas
destructivos para las bacterias que una conservacion prolongada a temperaturas de
congelacion, esto porque seria una respuesta de la reduccion en la viabilidad de las
suspensiones bacterianas utilizadas ya que pasaron por estos ciclos al hacer la toma de
muestra, aunque cada vez que se abria el criotubo se tomaban precauciones para que la
suspension no se descongelara completamente y aumentara el dafio celular, ocurria una

descongelacion parcial dentro del criotubo.*

Las bajas temperaturas por si mismas no matan los microorganismos, de hecho
solo se utilizan para impedir su desarrollo durante un periodo limitado de tiempo.

Cuanto mas baja sea la temperatura de congelacion, se prolongara mas el tiempo de vida
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en las células sin cambio en su estabilidad genética, por lo tanto el método de
congelacion a -20 °C nos proporciona una técnica de conservacion Optima donde al

disminuir el metabolismo de las células microbianas, garantiza la estabilidad evitando la

.y . e 14,51
aparicion de variantes genéticas.
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IX CONCLUSIONES

Este método de conservacion provee un resultado exitoso en la estabilidad de
diferentes especies de bacterias, ademas la mayoria de las cepas estudiadas tienen un
porcentaje de viabilidad Optima por lo que se puede interpretar que el método es
efectivo para la conservacion de cepas bacterianas y hay que mencionar que ninguna
técnica de conservacion resulta con un 100% de recuperacion de las células

conservadas.

Mientras tanto las pruebas bioquimicas que se realizaron a cada bacteria no
mostraron cambios significativos en las pruebas bioquimicas de todas las bacterias
estudiadas, lo que nos hace notar que es un método con resultados satisfactorios para la

conservacion de bacterias.

Entonces la conclusion es que con este método se asegura las caracteristicas
estructurales y metabdlicas de las bacterias, no presenta variaciones genéticas, ademas,
su costo es menor, utiliza menor espacio en su almacenamiento y la produccion de
sustancias de desecho es minima. Por lo que su utilidad para el mantenimiento del

cepario de la FES Zaragoza seria exitosa y de gran utilidad.
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X. PROPUESTAS

Este método logra un mejor aseguramiento en la pureza de las cepas bacterianas,
esto es que se pueden utilizar dos diferentes métodos de conservacion al mismo tiempo,
por ejemplo, nuestros cultivos pueden estar congelados a -20 °C y también en agar
inclinado con sus resiembras periddicas. Esto se haria para hacer mas confiables
nuestros resultados en las précticas de laboratorio, ya que mientras utilizamos cepas
conservadas en transferencia periddica, tendriamos cepas congeladas a -20 °C, sin
riesgo de contaminaciéon y en caso donde se tuviera alguna discrepancia en los
resultados de las cepas de transferencia periddica se podrian analizar con la muestras

conservadasa -20 °C.

Con la ayuda de esta técnica se podrd implementar a mas grupos de
microorganismos en el que debe considerarse las caracteristicas metabolicas para

obtener la adecuada suspension en donde se congelaran las bacterias.
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