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INTRODUCCION

{uis Pasteur, quimico y microbidlogo francés, considerado "el padre de las ciencias
bioldgicas”, fue e! primer poseedor de una coleccién de cepas microbianas, mediante su
almacenaje en medios liquidos. Posteriormente con e! descubrimiento de los medios
solidos (papa, suero coagulado, agar), por Roberto Koch, se logré aislar y conservar

cultivos puros a partir de una sola célula.

A través del tiempo se han desarrollado procedimientos para almacenar
microorganismas por varios meses y hasta afios, utiiizando métodos diversos, como.
refrigeracion, inmersién bajo una capa de aceite mineral, desecacion, congelacion, etc
pero la mayeria de las veces ocurrian contaminaciones, mutaciones y eventualmente se
perdia el cultivo. En la actualidad existe una gran variedad de métodos de preservacién
que pueden ser aplicados, sin causar contaminacion, pérdida de viabifidad 6 cambios
genéticos en los cultivos. Dichos métodos permiten que las cepas puedan emplearse en
laboratorios que necesitan de cultivos puros para diversos propasitos, como ocurre en
los de ensefianza, investigacion, industriales, clinicos, taxonomicos, etc. Sin embargo
aun no existe un método universal de preservacion que pueda ser aplicado a todos fos
microorganismos y cultivos celulares, por la razén de que los grupos taxondmicos
exhiben diferencias significativas en su respuesta a los procesos a |os que son

sormetidos durante su preservacion y reactivacion,

Por lo citado anteriormente el propésito de la presente tesis es el proporcionar un
método de preservacién alternativo (secado en discos de agar) para Staphylococcus,
Streptococcus, Micrococcus y Leuconostob, que sea de bajo costo, que el material y
equipo empleado se tenga en cualquier laboratorio, que la técnica a seguir sea sencilla y
no requiera de personal especializado, que para el almacenaje no ocupe grandes
espacios o condiciones determinadas, y por supuesto que no dafie al microorganismo a
preservar. Todo ello, debido a que tales microorganismos ya han sido preservados
mediante liofilizacion con excelentes resuitados, pero dado el elevado costo en material,
equipo y personal que requiere este ultimo método, se propone el secado en discos de

agar. Ademas el uso continuo que presentan dichos cultivos, hace mas recomendable el



emplec de métodos de preservacion de mediano plazo, como el que se propone, aparte
del de largo plazo, que es la liofilizacidon. Por otro lado, el tener dos métodos de
preservacién aplicables a determinado grupo de microorganismos, evita pérdidas
ireparables de las cepas, en caso de que alguno de los dos métodos empiece a
ocasionar cambios morfologicos, fisiologicos o genéticos en los cultivos. También es
importante mencionar, que el método de preservacion propuesto se aplica a tales grupos
de microorganismos, por @! gran interés que presentan en los programas de Ensefanza
de la Facultad de Quimica, tanto en docencia como en investigacion, dada la importancia

médica que poseen, en el campo clinico.

Para la elaboracién del método propuesto, se realizd una investigacion
bibliografica de los microorganismos empleados, para conocer propiedades que les
permitieran soportar las condiciones drésticas de preservacion, como por ejemplo, el ser
microorganismos aercbios, y gram-positives, o presentar forma cocoide, todas estas
caracteristicas hacen mas resistentes a los microorganismos, a procesos de desecacion
y congelamiento, comparandolos con bacterias gram-negativas. También se revisaron
métodos de preservacion, sus variantes, ventajas y desventajas, a que grupos de
microorganismos habian sido aplicados, agentes crioprotectores, asi como los factores
que influyen en el éxito o fracaso de la preservacion, todo ello, para Ia elaboracion de la
téchica y composicion del medio de soporte. Dicha informacion se incluye no sdlo como
marco tedrico de ta tesis, sino, para proporcionar material didactico Util y de facil acceso
para los studiantes de la Facultad de Quimica que estén interesados en el tema de
preservacion de microorganismos 6 en la investigacién de los microorganismos

preservados.

Para este estudio se partié de ia certificacion de los microorganismos (cepas)
mencionados anteriormente, presentes en el Cepario de la Facultad de Quimica y de la
identificacion de otros procedentes del Instituto Nacional de Nutricion “Salvador Zubirdn”
(INNSZ), Instituto Nacional de Pediatria (INP) y el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER). Posteriormente se propagaron y preservaron por secado en discos
de agar y por liofilizaciéon Una vez preservados, se almacenaron por un periodo de ocho
meses, durante el cual se evalud mensualmente la viabilidad, pureza y estabilidad de los

cultivos preservados. Para el registro de la informacion referente a las caracteristicas



morfoldgicas, microscépicas y macroscépicas, y bioquimicas, medios de culfivo, periodos
de ncubacién, procedimientos de preservacion, procedencia de los cultivos, etc, se
disefié un formato que abarcara todos los dates Gtiles para este trabajo de investigacion
y otros posteniores que incluyan a los grupos de microorganismos conl los cuales se
trabaj6, ademas, dicha recopilacidn de datos servird para conformar un regisiro mas
completo, ordenado y actualizado sobre las caracteristicas de identificacion de la

coleccion de cultivos microbianos con la que cuenta el Cepario de la Facultad de

Quimica.



1 GENERALIDADES

1.1 Importancia de 1a preservacion de microorganismos

El emplec de microorganismos tiene gran importancia en el desarrollo de la
investigacién, la docencia y la industria; tan es asi, que desde 1880, han existido
investigadores e instituciones que se han dedicado al cuwdado, mantenimiento y
preservacion de cultivos de microorganismos. *° .

La habilidad para preservar satisfactoriamente diversos grupos de
microorganismos y cultivos celulares ha sido el logro principal de la Biologia en el siglo
pasado, ya que, la necesidad para conservar material biolégico como: glébulos rojos y
cultivos microbianos primordialmente, se acrecentd cada dia, y esto proporcioné un
fuerte estimulo para la investigacion de los principios bésicos de la célula viva, sobre
todo a nivel molecular. En otras palabras, si se lograba preservar la célula, se alargaba el
tiempo de investigacién sobre ella, lo cual permitié conocer desde sus caracteristicas
generales, hasta [as moleculares. °

La inquietud por conservar cultivos, origind ia necesidad de que dichos cultivos
estuvieran puros, asi como en Quimica o Bioquimica, se requieren de productos
quimicos “puros”, también la Microbiologia es dependiente de la pureza, viabilidad y
estabilidad de cultivos microbianos. Sin embargo los productos quimicos son
almacenados faciimente en anaqueles o estantes en condiciones que no alteran sus
propiedades, en cambio, los cultivos de microorganismos son exiremadamente
vulnerables y pueden llegar a contaminarse faciimente, sufrir cambios genéticos o llegar
a morir. La necesidad de preservar microorganismos se aplicd de igual manera en
universidades, para la ensefianza, estudios comparativos y de investigacion, en
hospitales, para estudios epidemioldgicos o formacion de colecciones de cultivos stock 6
de referencia, en indusfrias, para procesos de fermentacion o produccién de antibiéticos
y enzimas, en laboratorios vetsrinarios o de agrcultura, para la identificacién de
microorganismos patégenos y control de calidad de alimentos. %

Preservar significa conservar viable, puro y estable al cultivo microbiano, es decir,
que las cepas conserven todas sus caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y genéticas,
aunque no hay que olvidar la predisposicién de los microorganismos a variar. Muchos

cultivos conservados durante un largo tiempo pueden crecer abundantemente, y no




obstante haber perdido muchas caracteristicas bioldgicas que tenian amntes de su
preservacién. Por lo tanto es importante reafirmar que 1a funcion basica de preservar un
cultivo microbiano no estriba en mantenerlo vivo solamente, como ya se menciond
anteriormente en la definicion." '

Frecuentemeante los cultivos se pueden perder o contaminar, provocando
problemas bastante graves; en ocasiones pueden ser reaislados o reemplazados
mediante Eal servicio de coleccian de cultivos, pero en muchos otros casos no. De tal
manera que la pérdida de un cultivo, ocasiona que tiempo, informacién y dinero se
pierdan; ello se puede evitar si se emplea un sistema efectivo de preservacion.” '

Actualmente existen organizaciones tales como la American Type Culture
Collection (ATCC) fundada en 1904 y la National Collection of Type Cultures (NCTC)
fundada en 1922. Ademas de estas instituciones existen otras: the National Collection of
Industrial and Marine Bacteria (NCIMB), the National Collection of Dairy Organisms
(NCDO), National Collection of Pathogenic Fungi (NCPF), the National Collection of
Yeast Cultures (NCYC), por mencionar solo algunas, pues existen otras en Bélgica,
Bulgaria, Checoslovaquia, Francia, Alemania, Hungria, Mtalia, Polonia, Portugal,
inglaterra, Japon, Turquia, etc..” ™%

Es notable que las instituciones antes mencionadas se pueden clasificar
dependiendo del tipo de microorganismo que preservan y de la importancia veterinaria,
industrial, marina, o médica que posean. Esta clasificacién no solo faciiita la busqueda
de una cepa en especial, sino permite tener una mejor organizacién y comunicacién
entre las instituciones existentes.

En México existen colecciones microbianas desde el siglo pasado, cuando varios
médicos mexicanos las trajeron del Instituto Pasteur de Paris. El propio Pasteur les
ensefio las técnicas del cultivo y la elaboracion de vacunas. Uno de estos investigadores
fue le Dr. Angel Gavifio, primer director del Instituto Nacional de Higiene, Institucidon
fundada en mayo de 1875, precisamente cuatro meses antes de la muerte de Luis
Pasteur. Actualmente no existe una Institucion Oficial en México, como las que se
mencionaron anteriormente, pero si se cuenta con diversos laboratorios o Ceparios,
como se les ha denominado, en diferentes hospitales, y escuelas de Educaciéon Media
Superior, como et IPN y ia UNAM, que poseen pequefias y medianas colecciones de

microorganismos. °




Las instifuciones internacionales ademas de proporcionar el servicio de coleccién
de cultivos, se encargan de fipificar y distribuir cepas a nivel mundial, proveer
informacién sobre las cepas almacenadas o cursos de adiestramiento a personal sobre
las técnicas de preservacion que se practican en sus instalaciones, esto significa que
una coleccion de cultivos impiica no solo métodos de preservacién sino, ademés una
serie de funciones adicicnales que ejercen un gran soporte en el campo de la
Microbiologia. Por otro lado, dado el gran avance en el campo de la computacion, ahora
se puede tener un contacto mas cercano con dichas instituciones sin importar la
distancia, ya que cuentan con correo electronico'y paginas en INTERNET que permiten
realizar pedidos de cepas o simplemente consultar datos sobre las cepas que tienen
almacenadas. Cabe sefalar que los métodos sugeridos por la ATCC y oftras
organizaciones mundiales son buenos y llevan muchoe tiempao de experiencia, aunque no
siempre son ideales para todas las circunstancias y/o laboratorios.” '

Es importante mencionar que en la Facultad de Quimica, pertenecienie a la
UNAM, se cuenta con un Cepario, que Hleva a cabo |as funciones antes citadas, ademés
de realizar proyectos de investigacién de métodos de preservacion alternatives para su

aplicacion en determinados grupos de microorganismos, como es el caso de esta tesis.
1.2 Criterios para elegir el Método de preservacion

En la actualidad existe una amplia gama de méiodos de preservacion que han sido
probados con excelentes resultados y en los cuales la tendencia hacta la contaminacion,
pérdida de viabilidad o cambios genéticos son prevenidos. 7

Sin embargo en muchos casos la eleccion del método a aplicar, no resulta ser tan
facil, por efie es indispensable conocer las ventajas y desventajas de cada uno de ellos,

las necesidades de la coleccién y algunos otros factores como son:

. Tipo de microorganismo.

. Disponibilidad de mano de obra, equipo, especialistas, soporte financiero.
. Importancia relativa de la viabilidad del cultivo.

. Cambio de poblacion microbiana por seleccior.

. Cambios genéticos.

@ A W N

. Costo.




7. Numero de cuitivos a preservar.

8. Valor de {os cultivos.

9. Medio de transporte de cultivos
10.Frecuencia en la utilizacion de los cultives.
11.Clima.

1. 'I:ipo de microorganismo

. Ciertas caracteristicas que poseen los microorganismos permiten que sean mas
resistentes a procesos de secado, congelacion o© combinacion de ellos. Tales
caracteristicas son: ser aerobios, gram-positivos, presentar forma cocoide, poseer
cépsula, por citar algunas, los hace mas resistentes que aquellos que no las poseen
Otras caracteristicas como la capacidad para formar esporas o presentar mecanismos de
reparacion eficientes también les confiere cierto-grado de resistencia a los culivos que
posean tales propiedades. Por ello es importante considerar |0s procesos involucrados
en el método de preservacion, a los cuales serdn sometidos los cultivos y las

caracteristicas que éstos posean, para presumir si soportaran o no el proceso, 2>

2. Disponibilidad de mano de obra, equipo, etc.

En muchas ocasiones el métedo a aplicar requere de equipo y personal
especializado que hace que se incremente los gastos denominados para él Ante esto,
en la eleccién del método se debe tomar en consideracion, si se cuenta tanto con el
equipo como con el personal capacitado para su aplicacién y si dichas acciones no
involucran gastos elevados. Por que en caso de no ser asi, se necesitara de cursos de
capacitacion de personal o compra de equipo, por lo que ante todo, el método elegido
debe involucrar la menor cantidad de dinero, con el maximo de ventajas, que es lo ideal,

a menos que si se cuente con los recursos financieros, > "

3. Mantenimiento de viabitidad

Durante el procesc de preservacion puede ocurnr muerte celular o puede
perderse la viabilidad durante el tiempo que se almacene el cultivo. Para ello el método
elegido debe minimizar la pérdida de viabilidad en los procesos de preservacion y

almacenaje. 2%




4. Cambio de poblacién por seleccion

Una proporcion de células de una poblacion determinada puede llegar a morir
durante el procese inicial de preservacion, ello puede carecer de significancia si se parte
de una alta concentracion celular. Sin embargo, ia reduccién en el nimero de células
viables puede ser el resultado de un proceso de seleccidn, esto es, el surgimiento de una
poblacion “nueva” resistente a las condiciones a las cuales fueron sometidos, con ello, se
induce la posibilidad de cambios en sus caracteristicas originales, ya sea, morfolégicas o
fisioldgicas del cultivo preservado. Asi, el método debera de permitir el mayor nimero de

células viables y de que éstas retengan sus caracteristicas inictales. ** '

5. Cambios geneticos

Usualmente diversos microorganismos son preservados, dada la importancia de
sus caracteristicas a nivel cientifico o industrial Ante tal situacidn es de suma
imporancia que los cultivos preservados no pierdan sus caracteristicas u obtengan otras,
como resultado de cambios genéticos en su estructura molecular. Estos cambios pueden
ocurrir durante el proceso de preservacion, a través de mutaciongs o peérdida de
plasmidos (en algunos casos), o debido a la elevada vulnerabilidad de los
microorganismos, a cambiar, dada su naturaleza promiscua de intercambio de material
genético entre bacterias, que a la vez provoca que continuamente se realicen estudios
taxonémicos para clasificarlos dentro de un grupo determinado de microorganismos y
tipificarlos asi, para propésitos epidemiolégicos y clinicos. Por lo tanto el método a utilizar

debera evitar la ocurrencia de tales eventos 2% %251

6. Costo

Ei costo del mantenimiento de cultivos, involucra costo de personai, equipo,
material, espacio para almacenaje y envio de muestras Principalmente el elevado costo
en el equipo empleado en ciertos métodos, como por ejemplo: 1a liofilizacion puede
contrarrestarse con la reduccion en el costo de personal, dada la estabilidad a largo
plazo de los cultivos, 1o que disminuye fa frecuencia en la intervencion manual por parte
del personal. Esto significa, que para considerar el costo es necesario tomar en cuenta

las ventajas y desventajas que ofrecen ciertos métodos. ***®




7. Numero de cultivos

El principal factor a ser considerado, en lo referente al niumero de cultivos para la
eleccion del método a emplear, es 1a relacidon entre el tiempo requerido para la
preservacién inicial y las subsecuentes manipulaciones. Por ejemplo, un método factible
para la preservacion de pequefas colecciones, como lo es el repique, puede implicar
una labor intensiva cuando el numerc de cultivos se incrementa, o por otro lado la
eleccion dP: un métode para una coleccién grande, como el congelamiento o liofilizacion,

puade afectar el espacio disponible y contemplado para su almacenaje, 2 '®

8. Valor de los cultivos

Importantes cultivos pueden preservarse mediante métodos que prevengan el
riesgo de pérdida total o parcial, si se toman en cuenta algunas caracteristicas
importantes de la cepa. En otros casos es recomendable el empleo de mas de un
método de preservacién para tener una mayor seguridad, A su vez, ias consecuencias
resuitantes de la pérdida de un cultivo v el costo que eflo implica deben ser tomados muy

en cuenta en la eleccién del método. 2* ™

9. Transportacion de cultivos

Si los cultivos preservados son enviados y distribuidos, debe considerarse el
medio de transporte v tipos de envics (sobre, cafa, ampolleta, etc.), asl como los costos
que esto implica. Ademds es indispensable idear el empaque de fa muestra y la cantidad
de cultivos a distribuir. Si esto sucede a nivel internacional se tiene la obligacion de
mantener los registros y regulaciones necesarias en orden, para evitar problemas con

autondades aduanales. "

10. Frecuencia en el uso de cultivos

Algunos microorganismos, empleados en la industria, control de calidad o en
laboraterics, requieren de un uso continuo de cultivos, por lo que el riesgo de
contaminacion de ellos debe considerarse. Ademas, si el uso de determinados cultivos
es muy espaciado puede sugerirse un método de largo plazo y si son de uso continuo un

método de corto plazo. 2"



11. Clima

A veces, a pesar de cumplirse con todos los puntos antes mencionados, et clima
del laboratorio o del drea en el que se trabaja, llega a afectar a los cultivos,
principalmente cuando éstos se almacenan a témperatura ambiente; por ejemplo, en
lugares humedos, a fargo plazo, posiblemente se hidrataran facimente los cultivos
preservados por métodos de secado, o si el clima es extremadamente caluroso (arriba
de 40°C) se propiciara la descomposicion de ciertos medios de suspensién, si éstos no
se refrigeran, o en caso de aplicar el método de repigue, los cultivos se deshidrataran en
periodos mas pequefios y por tanto, se requerira de transferencias mucho mas continuas
incrementandose asi el trabajo y costo del método. 2

Tomando en cuenta los puntos anteriores y realizando un balance entre las
ventajas y desventajas (que més adelante se mencionaran) de cada uno de los métodos

factibles a utilizar, se facilitara la eleccion del método mas adecuado.

También es importante mencionar, gue para aplicar cualquier método de
preservacion, se deben de cumplir ciertos requisitos en lo referente al cultivo a preservar:

1) el cuitivo debe estar en buen estado (cultivo joven).

2) se deben respetar {as condiciones éptimas de crecimiento; temperatura éptima,

humedad, aireacion, iluminacion, medio de cultivo, etc.. ***

Si se cumplen tales requisitos, se abarcard una parte de la efectividad del método

a aplicar.
1.3 Factores que influyen en los procesos de preservacién

1. Bajas temperaturas (Temperaturas de refrigeracion)

A principios del siglo pasado se tenia la idea emdnea de que las bajas
temperaturas destrufan los gérmenes, pero en realidad, ocurra todo lo contrario, es decir,
los conserva. Su efecto sobre los microorganismos varfa segln la especie y el nivel de
temperatura al cual se mantienen. > "'

Las temperaturas ordinarias de los refrigeradores (2 a 8°C} ejercen un efecto

bacteriostatico ya que el indice metabdlico de las bacterias se reduce en gran medida,



~

- de tal modo que no pueden reproducirse ni secretar productos en este estado; aungue

en ciertas ocasiones después de realizar la siembra de un microorganismo en 1a
superficie del agar o en un medio liquido {método de repique), la muestra se refrigera a
4°C y aln es metabélicamente activa y en su mayor parte las células mueren en pocos
dias o en algunas semanas. De esta manera algunos de los microorganismos mas
delicados, como, por ejemplo, el meningocaco, no sobreviven durante mucho tiempo a la
temperatur'a de refrigeracién, de igual manera sucede con varios grupos de

microorganismos, como Streptococos, Neissenias, etc., por citar algunos. 319

2 Congelamiento

El congelamiento intenso en dos etapas utilizado en los laboratorios emplea un
sistema en cascada de dos compresores en secuencia, Las temperaturas alcanzadas
son del orden de -50 a -95°C, limites entre los cuales se puede preservar cultivos
bacterianos. Un alto porcentaje de fas células muere durante el ciclo de congelamiento,
por ello para intentar una supervivencia optima, debe regularse de una manera mas
precisa los indices de velocidad de congelacién y descongelacion y la naturaleza del
medio de suspensién, porque los cristales de hielo gue se forman durante la congelacion
pueden romper las membranas. > >

La congelacién intensa en dos etapas, mencionada anteriormente, destruye
muchas células no solo por la formacién de cristales de hielo, sino también por la
creacién de condiciones osméticas perjudiciales. La temperatura de congelamiento o
temperatura a la cual se empiezan a formar los cristales de hielo puede ser disminuida
por adicion de ciertas sustancias a la suspension celular, liamadas crioprotectoras.
cuando los cristales de hielo empiezan a desarrollarse, la energia calorifica, denominada
calor latente de fusion, es liberada. Este fenomeno produce una elevacién en la
temperatura de la suspension celular, que puede provocar ciertos dafios en la estabilidad
del microorganismo, pero principalmente el proceso de cristalizacidon es el que ocasiona
mas dafios a las células y del cual se han realizado mas estudios. La cristalizacion de
fluidos varia en el modelo, forma, tamano y orientacion de los cristales, dependiende de
la composicion det medio, la velocidad y tipe dé congelamiento. Este fenémenc es de
vital importancia en el proceso de liofilizacion, por que los patrones cristalinos afectan
significativamente la subsecuente velocidad de secado, asi come la uniformidad,

estabilidad y solubilidad del producto final. En general un lento congelamiento conduce a




una rapida sublimacion, pero provoca bajos porcentajes de secado secundario, mientras
gue un répido congelamiento da una sublimacion lenta pero un secado secundaric
répido, *%

Las velocidades de congelamiento menores a 1°C/min son usualmente
denominadas de congelamiento lento, y las velocidades por arriba de 100°C/min son
denominados de congelamiento réapido, sin embargo, cabe sefialar, que no existe una
definicién universal sobre el significado de congelamiento lento o rapido. **

Otro evento perjudicial para tas célufas ocurre a la vez, en la suspensién acuosa
de células, cuando los cristales de hielo empiezan a formarse (en el ambiente
circundante de las células), dando como resultado un incremento en la concentracion de
solutos fuera de las células. Debido a la diferencia en la presion osmotica causado por el
proceso anterior, el agua empieza g migrar fuera de las células para tratar de balancear
ta presion osmética, pero también el hecho de que salga toda la cantidad de agua
presente en las céluias causa dafios. Por lo cual, debe considerarse tanto la formacion
de cristales como la concentracion elevada de solutos en el proceso de congelamiento.
De tal manera que si solo la concentracion de solutos causa dafio celular, una velocidad
répida de congelamiente puede ser lo ideal para evitar disminuir el tiempo en el cual las
células estan expuestas a una migracion del agua fuera de ellas. Por el contrario €} dafio
causado por los cristales de hielo puede ser controlado por un congelamiento lento. Sin
embargo, lo ideal seria tener un equilibrio entre ta velocidad y temperatura de
congelacion para evitar ambos factores de dafo. Algunos investigadores reportan que
con un congelamiento de 1 a 10°C por minuto se obtienen resultados satisfactorios en la
viabilidad del microorganismo. ">

En general, la formacion de cristales y las condiciones osmoticas perjudiciales
{alta concentracién de electrolitos cuando el agua es removida) originadas por el
congelamiento, remueven el agua de proteinas y del DNA de las células, por lo que el
sfacto sobre las células es letal. ***°

El efecto microbiostatico del congelamiento se parece en algunos aspectos a los
ocurridos en la desecacién, ya que, en ambos el agua nb esta disponible para los
propositos fisiolégicos celulares, debido a que en el congelamiento se inmoviliza y en 1a

desecacion se remueve y elimina, "



3. Congelamiento lento

Cuando los microorganismos son congelados mediante este proceso, se tienen
diversos puntos criticos, ya que conforme se va congelando se va separando cierta
cantidad de agua de [as células y los micreorganismos son expuestos a un incremento
en la concentracicn de los solutos y ello puede provocar un shock hipertonico. A través
del congelamiento lento se permite la formacién extracelular de cristales de hielo y la
deshidratac.:ic')n intracelular mediante 6smosis, ademas los cristales intracelulares que se
forman son minimos, sin embarge, son de gran tamano por lo que dafian en mayor grado
la integridad membranal de fas células. >

Otras investigaciones demostraron que un lento congelamiente {de 20 a 30
minutos) es un método prefenble si las células son suspendidas en una solucién del 5 al
50 % de glicerol, dicha solucién permite retirar el agua de las células, para evitar la
cristalizacién y ademas actiia como anticongelante dentro de la célula o permite que se

den ajustes osméticos entre el interior de la célula y el fluido. *®

4. Congelamiento rapido

Estudios realizados en diversos cultivos de microorganismos sometidos ha
congelamientos rapides, han demostrado que existe un elevado porcentaje de reduccion
en la viabilidad de cultivos anaerobios, el cual aumenta conforme se incrementa la
velocidad de congelamiento, en comparacion con los cultivos aerobios. Por otro fado,
observaciones hechas en microscopio electronico permitieron observar gue en un répido
congelamiento de cultivos aerobios, sdlo unas cuantas células mostraban cristales
intracelulares, mientras que en cultivos anaerobios ocurria lo contrario, ya que la mayoria
de las células presentaban un congelamiento intracelular. De esta manera, tales
resultados indican que los cultivos anaerobios, los cuales presentan una baja
permeabilidad en su membrana celular hacia fas moléculas de agua, son mas sensibles
a un rapido congelamiento, no asi los cultivos aerobios que son tolerables a las bajas
temperaturas de congelamiento, ciertamente por ia alta permeabilidad de su membrana
celutar para las moléculas de agua. Ademas, de la naturaleza del microorganismo a
preservar, ya sea aerobio o anaerohio, es primordial considerar la composicién del medio
como un factor potencial en el dafio provocade por el congelamiento, es decir, es

necesario que en el medio de suspension se cuente con agentes crioprotectores. ¥ %%




Una causa de la muerte de las células al congelarse es debido a la formacién de
cristales de hielo intracelulares como ya se menciond anteriormente, con el consecuente
mecanismo destructivo celular, por lo cual, mediante este método (congelamiento réapido,
de 1 a 10 segundos) se tiende a prevenir la cristalizacién intracelular excesiva, debido al
proceso de vitrificacion, esto es, ia solidificacion del agua en forma no cristalina (amorfa,
o formacién de sélides, sin cristalizar). £ proceso de vitrificacion antes descrito, es
fomentado a su vez, por el empleo de sustancias crioprotectoras, madiante Ia
compresién de la zona critica de temperatura.®® 2 .

Por lo citado anteriormente se han realizado diversos estudios, probando
diferentes temperaturas y tiempos de congelamiento, lo que permitié concluir que entre
mas rapido sea el congelamiento, los cristales de hielo intracelulares que llegaran a
formarse son demasiado pequefios, lo que permite disminuir el dafio estructural de las

células *

5. Cristalizacién infra y extra celular

En general a formacién de cristales de hielo intracelulares son considerados de
mayor efecto dafino a las células, comparado con la formacién de cristales
extracelulares, debido a que los primeros afectan mas profundamente la estructura
celular. Por ello el congelamiento extracelular se prefiere y se ha enconfrado que,
voliumenes celulares pequerias y una elevada permeabilidad de la membrana celular de

los organismos provoca un congelamiento extracelular, %

6. Sistemas de congelacion

Para el metodo de liofilizacion, los sistemas de congelaciéon deben ser concebidos
an tal forma que ofrezcan la posibilidad de tratar los productos mas diversos en funcién
del tiempo de congelacidn deseado y también deben tener en cuenta las muitiples
formas en que los productos van a ser condicionados para la liofilizacién, productos a
granel, en ampolletas ¢ en frascos, cantidad de producto por recipiente, o s la
congelacion va ha ser en placa o en capa. 2%

Algunos instrumentos permiten congelar en capa y obtener as! una capa del
producto de espesor uniforme (condicién sin {a cual no hay una buena licfilizacién). Los
métodos de congelacion mas cominmente empleados en el proceso de liofilizacién son;

mezclas de hielo y sal, hielo seco, congeladores, o en algunas plantas comerciales se
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cuentan con recipientes metalicos a los cuales se les recircula por sus paredes alcohol o
salmuera por medio de un refrigerante mecanico.”**®

En el caso de los métodos de congelacion, generalmente se emplean
congeladores Revco u otros que posean reguladores y alarmas de temperatura que

permitan tener un control confiable de la temperatura de congelacién. ** %

T \?esecacif)n

Ei uso de la desecacion con vacio y con o sin congelamiento previo, empleado
para la preservacion de microorganismos es uno de los principales productores de la
condicién denominada microbiostasis, ya que en la desecacién el agua no esfa
disponible para que los microorganismos lleven a cabo sus funciones fisioldgicas, por lo
que su metabolismo se detiene en gran medida pero no completamente, pues estudios
realizados han demostrado que los microorganismos en estado de completa desecacion
y con vacio, suelen presentar aln actividad metabdlica en un bajo porcentaje. Aungue
cabe sefialar que el proceso metabdlico puede pararse casi completamente, si se
regulan los mecanismos de oOsmosis, difusion, ionizacion, y estado coloidal que
presenten las células, y a su vez, se controla el estado de hidratacion en el que se
encuentran. 2

Un secado excesivo de los microorganismos, ocasiona reacciones de oxidacion
de lipidos y proteinas, aunque cabe mencionar que dichos procescs no estan
perfectamente estudiados. Sin embargo, algunos investigadores reportan que dichos
dafios se evitan con la presencia de ciertos porcentajes de agua, no estandarizados.
Otros efectos dafiinos causados por un secado excesivo, son fos ocasionados por la
generacion de radicales libres, o radicales aminocarboxilos, producto de un metabolismo
desequilibrado. *

En lo referente a las caracteristicas presentes en los microorganismos, que les
confieren cierta resistencia a la desecacion, encontramos que los microorganismos

capsulados o esporulados son mas resistentes en comparacién con los que no lo son. M

8 Presién osmoética
Sj las células viables son inmersas en fluidos con una alta presidn osmotica el

agua puede salir de las células y éstas sufren colapsos (plasmélisis), por el contrario, si



las células son inmersas en un fiuido a baja presion osmética el agua penetrard en la
célula provocando su ruptura (plasméptisis). > 2

Soluciones extrernadamente hipertdnicas, como la salmuera, o ciertas
cencentraciones de carbohidratos tienen un valor preservativo, pues ellas retiran el agua
de las células, lo cual ocasiona un efecto microbiostatico en muchos microerganismos.
La accién de soluciones hipertdnicas es comparable con la desecacion, la cual remueve
el agua enteramente y con el congelamiento al inmovilizar el agua en la célula. La alta
concenfracién de solutos y la baja temperatura de congelamiento, resultan en areas de

material no congelado. '*®

9. Autolisis

En la preservacién de microorganismos por congetamiento, desecacién o
métodos similares, es posible que se presente el fendmeno de autolisis, mecanismo de
autodigestion celular producido por enzimas intracelulares, las cuales son liberadas

cuando las células mueren o llegan a ser completamente inertes. ¥

10. Liberacion de radicales libres

Los radicales libres son producto del proceso de muerte celular, es decir, al morir
las células, el O, reacciona con una serie de constituyentes celulares, lo que ocasiona la
liberacion de radicales libres al medio, por lo que si esto sucede durante el proceso de
almacenaje de los microorganismos preservados, o durante su rehidratacion o
reactivacion, se provoca un mecanismo letal, 2%

En el estado seco, los radicales libres se estabilizan, aunque si el proceso no se
realizé adecuadamente, sucede lo contrario, comienzan a acumularse hasta dafiar

totalmente al microorganismo. *

11 Tamario y tipo de células.

Las células de tamafic grande como las de protozoarios son mas dificiles de
congetar, probablemente por que contienen mayor cantidad "de agua intracelular y por
ello son mas susceptibles a sufrir dafio celular. Sin embarge estos organismos presentan
un sistema mas eficiente de reparacién de dafios celulares. Mientras gue los virus son
menos propensos a sufrir dafios durante fa congelfacion, pero si acaso sufrieran alguno

no cuentan con los mecanismos necesarios para su reparacion. El Gram de las bacterias
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también influye, ya que las bacterias Gram-positivas son mas faciles de liofilizar, es decir,
son mas resistentes a los procesos de desecacion y congelamiento, dado que poseen
una pared celular relativamente gruesa, con una mayor contenido de peptidoglucano (20
a 80%) en comparacion ceon las bacterias Gram-negativas y con numerosos enlaces

transversales entre las cadenas de N-aceti-muramico y N-acetil -glucosamina. ** ¢

12. Edad del cultivo

Ha sido demostrado que la edad del cuitivo es un factor importante, ya que se ha
viste que lo cultivos que se encuentran al final de la fase logaritmica y al principio de la
fase esfacionaria sobreviven en un mayor porcentaje que los cuitivos preservados en la
fase activa de crecimiento (fase logaritmica) (Fisher, 1963; Annear,1854). Sin embargo.
el estado més faverable de crecimiento varia de especie a especie, ademas de depender
de las condiciones del proceso de preservacion, aungue generalmente se ha observado

que cultivos jovenes o vigjos son menos resistentes a las bajas temperaturas. °“%

13. Concentracion celular

En el método de liofilizacién, cuando se parte de una elevada concentracién
celular, se previenen ciertos efectos dafinos por los cristales de hielo durante el proceso
de sublimacién, ya que se forma una gruesa red intersticial, que impide la desorcion de
moléculas de agua no congeladas, las cuales son universaimente distribuidas
cohesivaments en el material celular. Ademas dificulta la dispersion de las células a lo
largo de el contenedor (ampolletas, viales, etc.), fo cual es esencial para tener una larga
y uniforme superficie del espécimen, y asi, obiener un eficiente secado. En contraste
cuando la concentracion celular es baja, a faka de la red intersticial, que mantiene unidas
a las céluias, se produce una dispersion del material en direccién del flujo del vapor de
agua durante la sublimacion, esto provoca que una cantidad incontable de células se
pierdan Cuando no se puede obtener una concentracién satisfactoria del especimen y
solo se cuenta con pequefas concentraciones celulares, la utilizacion de moléculas de

unién se pueden emplear. ** %

14. Medio de cultivo

Para el caso del método de repique, es preferible el empleo de medios minimos,

por que permiten la disminucién del metabolismo del microorganismo y por lo tanto
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prolongan el periodo entre las transferencias. Algunas bacterias en tanto, requieren de
medios complejos para su crecimiento o necesitan de ciertos compuestos para conservar
determinadas caracteristicas fisioldgicas, de tal manera que cuando un medio complejo
se utlliza, transferencias més frecuentes pueden ser necesarias, debido a un crecimiento
acelerado o a una acumulacion de productos metabdlicos finales, como es el caso de
medios que contienen un exceso de carbohidratos y la produccion de acido resuitante

mata al cultivo. 2

15. Porcentaje de humedad residual

Un elevado porcentaje de humedad residual en el producto final, en el caso de
liofilizados y productos sometidos a secado, producen efectos dafiinos durante el
periodo de almacenaje, pero también una disminucion en el porcentaje provoca serios
deterioros de la estructura de los materiales celulares acompafiado ademas por fa
pérdida de toda actividad y finaimente lleva a la reduccién de la viabilidad celular. Ante
tal situacién se han empleado métodos comoe el de Karl-Fisher, curvas de peso,
resonancia magnética nuclear y otras, para determinar el adecuado porcentaje de

humedad residual en productos secos Y liofilzados. *

16. Almacenaje

Durante los periodos de almacenaje, los microorganismos preservados pueden
sufric  ciertos dafios, como consecuencia del contacto con humedad, oxigeno,
radiaciones, etc.. Por ello, los microorganismos lioflizados son usualmente sellados bajo
condiciones de vacio u otro gas inerte, como nitrdgeno o ardén, y también se
recomienda que sean almacenados en ausencia de luz. >

Para el caso especial del método de repique, la manera mas sencilla de
almacenaje es el empleo de tubos de ensayo almacenados a temperatura ambients, o
en cajas especiales. Los cultivos asi guardadoes, requieren cuidados constantes, ya que
tienden a secarse (deshidratarse) rapidamente, debido a que estan sujetos a
fluctuaciones de temperatura, a no ser que el laboratorio cuente con un control
ambiental. Para minimizar el proceso de deshidratacion del medio sdlido, se puede
emplear tapones de rosca para los tubos, cubrir el cultivo con aceite mineral o colocar los

tubos en bolsas de plastico especiales. ®
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17 Rehidratacién

Dada |a alta facilidad de hidratacién de los preductos liofilizados, muchas veces &1
paso de reactivacién o rehidratacién no es tomado en cuenta, sin embargo, en ciertas
ocasiones influye en la perdida de viabilidad del microorganismo, a pesar de que este ha
sido preservado satisfactoriamente. Esto es, el emplec de soluciones hiperténicas y su
rango de pH, para la rehidratacion, asi como la temperatura de! diluyente, causan dafios
al microorganismo. %

En general los productos secos son rehidratados mediante adicion de agua
destilada o caldo, a temperatura ambiente. Sin embargo, una rapida reabsorcion de las
motéculas dei agua, ocasiona una expansion abrupta de los productos secos y la ruptura
en la estructura de su membrana celular puede ocurrir. Al mismo tiempo una rapida
reactivacion ocasiona un desequilibrio entre los componentes de la membrana celutar.
Otros estudios han demostrado que tanto la rapida como la lenta rehidratacién ocasionan
dafio (degradacién a nivel de fosfolipidos en levaduras). También se han reportado
diversos porcentajes de viabilidad cuando se hidrata a ciertos rangos de temperatura.
Ante ello, es importante sefalar que no se ha logrado estandarizar estos parametros, de
tal manera que se pueda decir cuales son las condiciones ideales de rehidratacion, lo

aconsejable es que cada laboratorio lo estandarice de acuerdo a sus necesidades. »

1.4 Agentes crioprotectores

Las sustancias crioprotectoras, se pueden definir, como aquellas sustancias compuestas
por moléculas grandes o pequefias, que son dispersadas en una suspension para
proteger a las células de dafios ocasionados por congelamiento o secado. > °
Generalmente las sustancias cnoprotectoras empleadas en la congelacidon y
licfilizacién, acttian como anticongelantes, disminuyendo asi, el punto de congelamiento,
a la vez que se reduce el tiempo durante el cual las células estdn expuestas a la
temperatura critica, algunos otros penetran rapidamente a la célula, reduciendo la
posibilidad de formacion de cristales de hielo, y reemplazan ef agua etiminada, para que
el microorganismo soporte las condiciones de desecacion. Los crioprotectores pueden

ser empleados tanto en el lento como en el rapido congelamiento. 2™
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Un buen agente crioprotector debe presentar las siguientes caracteristicas en

forma de medio de suspensién:

1) No ser toxico.

2) No reguerir condiciones especiales de congelamiento o liofilizacion.

3) No debe haber formacion de grumos en el medio de suspensién durante la
liofilizacién.

4) El liofilizado o fluido de suspension almacenado debe rehidratarse facimente
en agua fria. i

5) El medio de suspension debe proteger al organismo durante el congelamiento
o el secado.

8) El medio de suspension debe de estabilizar al organismo contra los efectos
adversos del almacenaje.

7) Los diversos componentes del medio de suspensién no deben provocar dafios
a las propiedades del microorganismo.

8) Cuando se émp!een azucares, éstos no deben estar en concentraciones muy
altas pues disminuyen el punto de congelamiento a valores bajos impracticos.
Esto causa un colapso 'en la estructura por que la solucién no se congela
completamente (cristalizacion} o por que la temperatura de manutencién se
torna muy baja. No debe formar una capa impermeabie af vapor.

9) Penetrar facilmente la membrana celular {(en algunos casos).

10)Unién a cualquier electrdlito que incremente la concentracion del medio,

durante el congelamiento, **°

Clasificacién y mecanismos de crioprofeccion

Existen dos clasificaciones de agentes crioprotectores:
1. en base al peso molecular y,
2 en base a la constitucién bioquirnica.

La dasificacién namero 1 fue la primera que se utilizd en los inicios de los
métodos de preservacién, en ella se clasifica a los agentes crioprotectores en dos
grandes grupos: fos de bajo pesc mofecular como, amincécidos, acidos orgéanicos,

azlicares, etc. y; los de elevado peso molecular como, proteinas, polivinilpirrolidona,
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polireros sintéticas, policarbohidratos, etc.. Esta clasificacion provocd que en un nicio
jos de bajo peso molecular fueran empleados sole para la liofifizacion, puesto que
presentaban fuertes grupos de unidn al hidrégeno, -OH, -NH;, -NH, =0, o por sus grupos
4cidos o basicos. Ademas se considerd asi, ya que las propiedades fisicoguimicas, y los
mecanismos de proteccidn de las sustancias de elevado peso molecular no habian sido
clarificadas. Actualmente se sabe que su accién-radica en proteger la superficie celular,
debido a Iq regulacion de la presion osmética, favoreciendo el desplazamiento de solutos
y evitando la concentracion de éstos en el interior de la célula. %

Cabe sefialar que se han realizado estudios que permiten demostrar que lo ideal
es emplear tanto sustancias de elevado y bajo pesc molecular, esto es, combinaciones
de ellas, que permitan un mayor efecto protector en las células. De tal manera que
usando estas combinaciones se ha comprobado que dichas sustancias retienen la
cantidad ideal de agua para la supervivencia del microorganismo, a nivel de la
membrana celular, controlando su permeabilidad. *

La segunda clasificacién es la que actualmente se utliza, ésta clasifica a los
agentes crioprotectores en tres grupos: proteinas, azdcares o carbohidratos y

aminoacidos, cuyo mecanismo de proteccion se menciona a continuacion.

Proteinas’ proveen una capa protectora para los microorganismos, sirve como un

bolo formado de coloides que dan rigidez al microorganismo a preservar.

Azticares: pueden prevenir ef dafio provocado por fa deshidratacion, mediante 1a
sustitucion de agua evitando asi una deshidratacién excesiva. Proveen una capa

protectora a nivel molecular.

Aminoécidos: protegen a los microorganismos de procesos de desnaturalizacidn

provocados por los grupos carboxilo, mediante la captura de éstos. * *°

Sustancias con propiedades crioprotectoras
Materiales profeicos

Suero integral de varias especies de animales.

Alpdmina de polio,
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Fluido alantdico.
Gelatina.
Peptona.

Carbohidratos o polimeros de carbohidratos
Amino soluble.
Arabinosa.

Glucosa,

Dextrana.

Glicogeno.

Inositol.

Lactobionate de calcio.
Lactosa.

Rafinosa.

Sacarosa.

Sorbitol.

Aminoacidos

Arginina.

Glicina.

Glutamato de sodio.
Leche descremada.
Glicerol.

Dimetil sulfoxide (DMSO).

Cationes:. Mg y Ca.

Agentes quelantes: EDTA, EGTA.
Sales {organicas e inorgénicas)
Cloruro de sedio.

Cloruro de potasio.
Citrato de sodio.



Cloruro de amonio.
Acetato de amonio.

Mono y di-fosfato de potasio, 7% 32512

No se cuenta con suficiente informacion sobre el mecanismo exacto de proteccién
de cada uno de los agentes crioprotectores mencionados anteriormente, pero si sobre

algunos, esta informacién se da a continuacion:

Glicerol y DMSO: pueden atravesar la membrana celular congelada. Estas
sustancias presentan como caracteristica una fuerte union hacia el hidrégeno y ejercen
su actividad modificando la forma del cristal de hielo. **%*

Laciosa, sacarosa, efc.; al igual que los anteriores presentan un fuerte grado de
union hacia el hidrégeno, ademas son permeables a las membranas celulares, aunque

en menor grado que los anteriores. >

Mg: |a proteccion debida a los iones magnesio, consiste en una accién inhibitoria
de la ribonucleasa, ya que, ia alteracion en el ARN, especialmente en los ribosomas, es
el proceso inicial que determina [a pérdida de viabilidad. ™

Na-glutamato: proporciona un efecto protectivo contra el dafio ocasionado por la
presencia de sales alcalinas (éstas ejercen un efecto letal en las células durante el
proceso de congelamiento).

Es importante mencionar, que en algunas opcasiones es necesario tfomar en
cuenta precauciongs adicionales, por que el agente criprotector con el que se trabaja,
presenta ciertas caracteristicas nocivas para el personai que fo manipula o que tales
caracteristicas les impiden ser usados en determinados procesos. Dentro de dichas
precaucionas encontramos:

Para el caso del glicerol y otros alcoholes, conocidos como buenos agentes
crioprotectores en el congelamiento, no deben ser usados en la liofilzacién, dado que
presentan |a propiedad de ser higroscépicos. **

A pesar de que el dimetilsulfdxido es considerado un buen crioprotector, es
necesario considerar que es potencialmente téxico para la piel. ¥ rapidamente se
absorbe, *

Como ya se menciond anteriormente al combinar agentes crioprotectores de

diferente naturaleza, ha permitido preservar microorganismos con excelentes resultados,
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por jo que en seguida se hace mencion de algunas combinaciones, que ya han sido

probadas.
Medios de suspension

Generalmente suero glucosado‘?'.s%, leche descremada 10%, leche descremada 10% e
inositol 5%, sacarosa 7% y peptona 7%, inosito] 5% y suero de caballo, inositol 6% y
caldo nutritivo han sido usados en la liofilizacién de bacterias. Leche descremada y
mezclas de ésta con Inositol también han sido usadas en la liofiizacion y para
congelacion se ha empleado glucosa al 7.5% y suero de sangre de caballo **”

El uso de glucosa en la liofilizacion como medio de suspension, demostro,
mediante estudios hechos por Lechinska y Fry (1948), y Graves (1951), que
concentraciones con 7.5% de glucosa daban resultados favorables, pero
concentraciones por arriba de este porcentaje dificultaban el proceso de deshidratacion
Ello llevé a la investigacion de fa causa de tal suceso, y se encontré que la glucosa al
igual que otros carbohidratos retienen automaticamente cerca del 1% del contenido total
de agua Por lo tanto, a elevada concentracion de carbohidratos y otros constituyentes
organicos en los medios de suspension empleados, ocasionan ciertos deterioros en
organismos autotréfos, ya que retienen un mayor-porcentaje de humedad. 2

El uso de suero equino o bovine con accién protectiva coloidal, resultaron mejores
agentes crioprotectores que [a gelatina o las dextranas, en el método de liofilizacion,
debido a que impiden la aerosolizacion de bacterias en direccién con et flujo de vapor de
agua durante ia hofilizacbn; y permiten una mayor rapidez en el proceso de

rehidratacion. **
1.5 Métodos de preservacion

En los diversos métodos de preservacion, a pesar de las diferencias existentes entre
¢ada uno de allos, ya sea en cuanto a procedimiento, material, o equipo empleado para
su realizacion, todos tienan en comun, la disminucion de la actividad metabdlica de los
ricroorganismos, para asi conservaitos por perfodos cortos o prolongados, en el mejor
de los casos. De esta manera, de acuerdo al tiempo de conservacion, se pueden

clasificar en tres grupos: °
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1. De corto plazo {duraci6n de 1 afo o menos): repique, resiembra periddica con
aceite mineral, y bloques de agar en agua.

2. De mediano plazo (duracion de 1 a 6 afnos): secado en silica gel, suelo estén,
discos de gelatina, discos de porcelana y tiras de papel. ‘

3. De largo plazo (duracion de 6 afios o mas). liofilizacion, congelamiento y
ultracongelacion almacenamiento en nitrégeno liquido,

1.5.1 Métodos de preservacion de corto plazo.

Subcultivo, resiembra periédica, o repique: es el método mas fradicional de
preservacion, gue consiste en efectuar resiembras periédicas de los cultivos en medios
minimos, como agar nutritivo u otro medio cue.no contenga inhibidores, o sustancias
bactericidas o bacteriostaticas que puedan matar a la bacieria durante el
almacenamiento. Dichas resiembras se realizan a intervalos regulares gque pueden varar
de un dia a varias semanas o meses, seguin el tipo de microorganismo, medio de culfive
empleado y las condiciones ambientales que se presenten. Para la gran mayoria de las
bacterias y hongos pueden usarse medios como. agar nutritivo, caldo casoy y agar
extracto de levadura, agar extracto de malta, agar Sabouraud, agar almiddn, y caldo
peptona, respectivamente, > %8

Para obtener buenos resultados al emplear este método se deben tomar en
cuenta fos siguientes puntos:

1. Minimizar el nimero de repiques para evitar {a seleccion de mutantes

2. Conservar por duplicado los cultivos como precaucién contra posibles
pérdidas.

3. Examinar la pureza del cultivo en cada transferencia, efectuando una
sencilla rutina que corrobore sus propiedades, y permita detectar
cuaiquier cambio en sus caracteristicas fenotipicas.

4 No seleccionar diferentes colonias, puesto que éstas pueden ser
mutantes, siempre escoger varias colonias que presenten las mismas

caracteristicas entre una y otra transferencia.”®
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Muchas bacterias como los estafilococos y coliformes sobreviven por diversos
meses coh este método, mientras que ofros mas delicades como Neisseria spp.

requieren de subcultives a intervales menores (semanas),

Ventajas

=3 L a transferencia v la pureza se pueden verificar facilmente.

= Existe una pronta disponibilidad de los cultivos.

= Duran periodos largos de tiempo si se almacenan en la obscuridad y sellados.

= Bajo coste. No es carc en términos de equipo, ya que nNo requiere equipo
especializado, pero si implica una labor intensiva si los microorganismo necesitan de
frecuentes subcultivos para su conservacion.

=» El método es aplicado a una amplia gama de microorganismos, > %%
Desventajas

= Se contaminan facilmente (se puede evitar empleando una adecuada técnica
bacterioldgica de siembra y la pre-incubacion de los medios de cultivo & utilizarse) y
se secan si no estan sellados.

= Pueden suceder pérdidas de cultive por accidentes de laboratorio.

= Riesgo de error al etiquetar los tubos, eflo se incrementa cuando quien lo realiza esta
fatigado y se altera su concentracion. Por lo cual es sugerible el empleo de efiquetas
impresas para evitar alteraciones que lleven a interpretaciones erréneas.

= Los cultivos preservados por este método estdn muy propensos a la pérdida de
estabilidad de caracteres y el riesgo de mutaciones aumenta conforme aumenta la
frecuencia de fos subcultivos.

= Espacio relativamente grande requerido para el almacenaje de los cultivos > >

Resiembra periédica con aceite mineral o transferencia periddica espaciada:
muchas especies de hongos pueden ser preservados por varias semanas o meses
mediante un método relativamente facil, como lo es |a inmprsién en aceite mineral, o
parafina con una densidad de 0.830 a 0.890. La técnica es similar a la del método
anterior, sdlo que aqui se adiciona aceite mineral a la resiembra, es decir, una vez que
se obfiene un crecimiento satisfactorio del microorganisme en un medio sélido inclinado
en fubos, se adiciona asépticamente el aceite mineral estéril al tubo hasta una altura
aproximada de 1-2 cm. (dejar de adicionar el aceite hasta que cubra completamente la
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superficie), esto impide la deshidratacion, reduce la actividad metabolica, asi como la
velocidad de crecimiento del microorganismo, debido a una reduccion en fa tension de
oxigeno. Posteriormente se guardan los cultivos en posicion vertical y en refrigeracion
entre 0-3°C. También es recomendable almacenarlos en la obscuridad. * *°

Cabe mencionar que en ciertas ocasiones la contaminacion de cultivos al emplear
este método es debido a que la esterilizacidon del aceite mineral se levo a cabo
incorrectarr'lente. Por eso es importante que éste se esterilice en homo a 170°C de 1a 2
horas o en autoclave por,15 min. a 121°C. %%

Algunas otras recomendaciones son: evaluar periédicamente los cultivos para fa
deteccion temprana de contaminaciones; cuidar de no salpicar el aceite al flamear el asa
bacterioldgica o micoldgica, después de la trasferencia del cultivo, pues elio contamina el
area de trabajo; y guardar el cultivo original por algunas semanas, ya que puede suceder
que se contamine el subcultive o muestre caracteristicas anormales, por lo que
nuevamente se puede tomar indculo del cultivo original. ***

El método es recomendable para conservar gonococos y ficomicetos acuéticos
{que no se pueden liofilizar) ¢ para basidiomicetos con micelio vegetativo y otros grupos

de hongos. '

Ventalas

= L.arga viabilidad.

= Bajo costo

= No requiere equipo especial.

= Prevencion de écéros.

= Sobrevivencia de especies sensibles a los demds métodos. **
Desventajas

= Riesgos de contaminacidn.

= Los organismos suspendidos en aceite mineral son de dificit manejo

= Reagtivacién demorada.

= Crecimiento prolongado en condiciones adversas (posible proceso de seleccion y con
ello variaciones fenotipicas o genctipicas, etc.).

= Accidentes de trabajo. "% %%
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Blogues de agar en agua: este método consiste en cultivar el microorganismo en
una placa de agar. Después del tiempe de incubacién para la obtencién de un
crecmiento satisfactorio se corta el agar con una laminilla estérl en blogues de
aproximadamente 4-6 mm, ®

Generalmente se utilizan tubos con un contenido de 10 a 15 ml de agua destilada
estéril y a éstos se les adicionan los bloques de agar, cuidando de no sobrecargar el
agua con los bloques, ya que de esta manera no se reduce la disponibilidad de
nufrientes y consecuentemente no hay reduccion del metabolismo celular. Para reactivar |
el microorganismo basta con retirar unc o dos bloques de agar y depositarlos en un
medio de cultivo adecuado. %

Este método es muy recomendable para microorganismos gue presentan un alto
grado de adherencia al agar como sucede con los hongos filamentosos y algunas

levaduras. 2

Ventajas
=» Buena viabilidad
= Sobrevivencia de especies sensibles a otros métodos de preservacion.
— Bajo costo en equipo y mano de obra.

= Baja infestacién por acaros.?

Desventajas
= Dificultad de retirar una muesfra {cubo de agar).

= Alto riesgo de contaminacion.?®
1.5.2 Métodos de preservacion de mediano plazo.

Secado, desecacion o deshidratacién: existe una amplia variedad de métodos,
todos consistentes en la remocién de agua y prevencion de la rehidratacién. El principio
de é&stos métodos consiste en que dado que la actividad metabdlica requiere agua,
mediante la deshidratacién se reduce dicha actividad, permitiéndose la prevencion de
cambios en los cultivos microbianos. El método es altamente eficiente y ha sido usado

por mas de 70 afias, como lo indica la siguiente recopilacidén de experimentos. 19.15.35
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Bagga en 1967 desecd 26 cultivos de microorganismos a 0, 10, 20,30 y 40°C
empleando a la vez CaCl, como desecante, por 24 horas. Después del secado se
almacenaron en refrigeradores. Los resultados Que se obtuvieron fueron. los cultivos
secados a 0, 10 y 20°C presentaban una viabilidad superior a a de los secados a 30 y
40°C, ademas de que una humedad relativa de 0 a 5% fue la adecuada para mantener
dicha viabilidad. Los resultados a 30 y 40°C se explican, ya que a tales temperaturas las
proteinas u otro material que forma parte de las células secas, se desnaturalizaron, o a
la presencia de reacciones de oxidacién generadas, cuando la temperatura de secado
aumenta, lo cual provocd su muerte, ¥

Después Grivell y Jackson, en 1869, reportaron la supervivencia de diversas
bacterias por varios afios, sin cambios en sus caracteristicas originales, pero si en ciertas
levaduras. ®

Posteriormente Kitasato en 1889 observd gque microorganismes, como, Vibrio
cholerae sobrevivid bien por largos periodos, en estado de desecacién, mediante vacio.
Asi Miller y Simons en 1962 secaron 202 cultivos, representativos de 67 especies de
migroorganismos, empleando CaCl; como desecante y un sistema de vacio. Despugés de
un periodo de 10 ahos, se encontraron que sclamente 13 cultivos no crecieron, ademas
de notar que las bacterias gram-positivas sobrevivieron mejor que las gram- negativas n

En general, para la realizacibn de este método, se colocan elevadas
concentracionas de la muestra en discos de cera u otro material adecuado como arena o
silica gel, por mencionar algunos y luego se pasan a un desecador, para eliminar la
humedad, en algunos casos se emplean tanto desecadores como bombas de vacio.
Después del secado se pueden almacenar los discos en recipientes estériles, que
contengan indicadores de humedad o sustancias desecantes.’

A la vez, de acuerdo a la serie de experimentos que se han realizado empleando
el secado, se ha determinado que:

1) La rapida desecacion con vacio o con algin agente desecante o
combinacién de ambos, es preferible a una desecacidn lenta o a
temperatura ambiente,

2)la presencia de agentes protectores como proteinas (ieche) o
carbohidratos {trehalosa), aumentan el porcentaje de supervivencia de
los microorganismos cuando estos son sometidos a un proceso de

secado, v,
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3) los cultivos secados y almacenados en refrigeracion sobreviven por
periodos mas largos, que los almacenados a temperatura ambiente,
aungue para ello se requiere de viales con sellado especial, para evitar

la entrada de humedad presente en el refrigerador,

El secado ha sido ampliamente usado en el reino fungi principalmente, los cuales
parecen ser mas resistentes que otros grupos de microorganismos al secado Algunas
levaduras y determinadas bacterias pertenecientes a los géneros Staphylococcus y
Enferobacteriaceae han sido también preservadas satisfactoriamente mediante este
método ®

En la actualidad existen diversos tipos de secado, cuya diferencia radica en el
medio de sopoite a utilizar, asi encontramos secado en: arena, tierra, silica gel, discos o

ticas de papel, discos de gelatina, chaquira, etc "

Secado en silica gel: es considerado un buen método de preservacion y su
principio es el mismo que el de secado, con la diferencia de que se emplea sitica gel
como soporte principal, Ha sido aplicado principalmente a hongos esporulados,
obteniéndose excelentes resultados, debido a la gran adherencia de las esporas hacia la
superficie de fa silica gel. Puede realizarse de una manera simple con un desecador o
empleando vacio. *°

La técnica empleada consiste en realizar una suspension de esporas en un medio
de leche descremada al 10% (se deposita una alicuota de la leche sobre la superficie del
agar inclinado y se frota ligeramente con un asa bacteriolégica o simplemente se agita el
tubo suavemente), a continuacion se deja caer la suspension fria sobre la silica gel
{contenida en el vial), depositando el vial en un bafic con hielo, por io menos durante 15
min., posteriormente se deja secar a temperatura ambiente o en desecador, procurando
remover los cristales formados con la ayuda de una espatula estéril, durante 1 o 2
semanas (esto permite una homogeneizacién de las esporas presentes con la silica,
ademas de remover parte del agua que todavia no se ha eliminado), este tempo puede
reducirse dependiendo del microorganismo, como sucede con Fusardum sp hongo de
crecimiento rapido que requiere solamente de 4 a 5 dias >*

Se recomienda almacenar los viales en un atmésfera fria aunque también se

obtienen buenos resultados si se dejan a temperatura ambiente. 5
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Este método fue realizado inicialmente por Perking en 1962, Posteriormente en
1975 Trollope evalud 33 culives bacterianos y 22 de hongos, preservados con este
método, y a los cuatro afios evalio su viabilidad, comparando los que habia almacenado
a temperatura ambiente con los que habia mantenido en refrigeracién, encontrando un
64% en bacterias y un 77% en hongos, mientras que en los almacenados en
refrigeracién a 4°C registrd un mayor porcentaje en ambos tipos de cultivos. Cabe
mencionar que este proceso también es aplicable 2 bacteriéfagos, como lo reportd lifima
y Sakane en 1973, %

Actualmente este método es empleado principalmente en hongos esporulados
como ya se menciond, los cuales se han logrado preservar por periodos de 7 a 11 afios,

manteniendo su estabilidad morfolgica y genética. * %

Ventajas
- Método simple y de bajo costo.
= No requiere equipo especial
= Estabilidad elevada
— Acaros no sobreviven a las condiciones del proceso
= Indculos sucesivos de un mismo tubo,
Desventajas
= Método Imitado a organismos esporuiados.
—» Riesgo de contaminacion por manipulacion sucesiva.
= Sa debe verificar pureza y viabilidad periddicamente

= Requiere precauciones en el tipo y esterilizacién de viales y silica gel. 8,28

Secado en suelo estéril: aste método al igual que todos los que Hevan a cabo un
secado, presenta el mismo principio que éste Ultimo, con la diferencia de que el soporte
princspal es suelo estéril El empleo de suelo astéril como soporte, se basé en el hecho
de que el suelo es el habitat natural de nuMerosos microorganismos, por lo cual, su
almacenaje en este les permite conservar su ambiente original. »

Es un matodo empleado generalmente para la preservacion de esporas de
bacterias anaerobias (Clostridium sp.) y también para aerobias (Baciffus sp ). Asuvezes.
factible para las esporas de hongos, las cuales pueden sobrevivir a las condiciones de
secado, como lo encontré Pridham, Lyons and Phrompatina en 1973 y a mitad de 1800
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se descubnid que varnos cultlvoé de actinomicetos secados en suelo esténf sobrevivieron
por 20 afios, También se tienen reportes de hongos formadores de conidias y algas
preservados mediante éste método con resultados satisfactorios, pero la tecnica
empleada no se indica. Aunque en la actualidad éste método ha limitado su uso a
microorganismo esporulados. *

Al utilizar este método, debe considerarse que primero se tiene que preparar ef
suele, es decir, secarlo, para ello puede secarse a temperatura ambiente, sobre una
syperficie limpia y uniforme y después esterilizarse por dos dias consecutivos, en
autoclave a 121°C por 15 min.. 2

Para su realizacion, se requiere depositar 1 ml de una suspension de esporas en
agua en 5 gramos de suelo {20% de humedad y estéril), se deja crecer por 10 dias a
temperatura ambiente, a la vez que se seca mediante vacio o a temperatura ambiente.
Su amacenamiento deberd ser de preferencia en el refrigerador a 5°C, con las
precauciones necesarias en los envases que se utilicen para su aimacenaje. ***

Este método ha sido satisfactoric para especies de Fusanum, Rhizopus,
Alternaria, Aspergillus, Circinella y Penicilfium, -Ios cuales sobreviven por § afios sin
presentar variaciones en sus caracteristicas, asi como algunas cepas del género

Clostridium y Bacitius ®

Ventajas
=» Estabilidad. {Minimo cambio de morfologia).
<> Buena sobrevivencia. (Longevidad aumentada)
= Indculos sucesivos de un mismo viai.
= Baja infestacion de acaros.
= Bajo costo de material y mano de obra.
= Pronta disponibilidad de indculos uniformes ™
Desventajas
= Método limitado a organismos esporulados.
= Riesgo de contaminacién por manipulacién sucesiva
— Se debe verificar pureza y viabilidad periédicamente.

-, Requiere precauciones en la esterilizacion del suelo a emplear **
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Secado en discos o tiras de papel: método relativamente simple y barato de
preservacion de bacterias, en el cual e! soporte principal son los discos o tiras de papel.
En eéste método varios discos confienen un determinado cultivo y pueden ser
almacenados en un sélo tubo de ensayo, u otro recipiente con tapon de rosca y cubierto
con papel aluminio. Cada disco puede ser retirado asépticamente con una pinza estéril y
depositado en un medio adecuado. *°

El procedimiento consiste en embeber el papel estéril con una suspension de
células (concentracién de 10° células o mas por mi), y secarlos a temperatura ambiente o
con vacio, de preferencia con este (ltimo para mantener la viabilidad, ya que se
disminuye €} tiempo de secado. Posteriormente se almacenan los discos o tiras de papel
en tubos cerrados en un desecador, a temperatura ambiente o en refrigeracion *2*

Una gran variedad de bacterias principalmente los de Ja famifia
Enterobacteriaceae, han sido preservadas satisfactoriamente con este método. A la vez

ha side aplicado en algunas levaduras y Staphylococeus (Coe y Clark, 1966),"*%

Ventajas
= Facil manipulacion.
= Requiere materiales faciles de conseguir.
= Poco espacio para su almacenamiento.
= Ideal para envios por correo.®*
Desventajas
= Tardanza en e! proceso de secado.
= No aplicable a microorganismos celuloliticos.
= Facil contaminacién por maniputaciones sucesivas

= Verificacion de pureza, viabilidad y estabilidad constantemente. ™%

Secado en discos de gelatina: en este método, originalmente descrito por
Stamp (1947), los microorganismos son suspendidos en un medio de gelatina nutritiva y
esta es solidificada en forma de discos en cajas petri. Los discos resultantes pueden ser
secados o liofilizades, dando como resultado discos secos que son almacenados en
viales que contienen silica gel o pentoxido de fésforo, como agentes desecantes. Es
apreciable que en esta variante del método de secado, el soporte principal es la gelatina

nutritiva. Este método a su vez, presenta otras variantes como la descrita por Rayson,
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que consiste en emplear celofan en las cajas de petri, en lugar de papel encerado, que
es el que emplea Stamp. En general es un método simple, que puede llevarse a cabo en
cualquier laboratorio 7

Un gran nimero de bacterias heterotroficas pueden ser mantenidas por este
proceso, pero, pueden sufrir pérdida de su viabilidad. Aunque en el caso de los géneros
Pseudomanas, Corynebacferium, Enterohacteriaceae, Staphylococcus, etc., se han

obtenido elevados porcentajes de viabilidad, por periodos superiores a 4 afios '* %

Ventajas
= Larga viabilidad {en ciertos grupos de microorganismos).
= Estabilidad de caracteres.
= Método sencillo en cuanto a téenica.
= Bajo costo. (No requiere matetial ni equipo costoso}, ' *?°
Desventajas
= Posible riesgo de contaminacién por manipulaciones sucesivas

— Requiere de un control continuo de pureza, viabilidad y estabitidad. *

Secado en discos de porcelana o chaquira: el procedimiento fue inicialmente
desarrollade por J. Lederberg y es recomendable para muchos tipos de bactenas, entre
las que se encuentra el género Enferobacteriaceae y algunos hongos esporulados, 5

La técnica consiste en realizar una suspension celular empleando una solucién de
sacarosa al 20% (peso/volumen) 0 con algun ofro agente crioprotector; e inocular cada
disco de porcelana o chaquira con 4 gotas de la suspension. Se transfieren los discos a
viales estériles, los cuales contienen un agente desecante. Asi permanecen por una
semana o mas y posteriormente se almacenan a temperatura ambiente o a una
temperatura de 4°C. Algunas variantes de este método consisten en el empleo de un

desecador o bomba de vacio, para agilizar el proceso de secado >

Ventajas
= Facil manipulacién,
= Técnica sencilla y material facil de conseguir.

= Requiere un espacio reducido para su almacenaje.
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Desventajas

= Facil contaminacién por manipulaciones sucesivas.

= Periodos prolongados de secado, lo que provoca disminucion de viabilidad, cuando se
seca a temperatura ambiente,

= Verificacion de pureza, viabilidad y estabilidad constantes. "
1.5.3 Métodos de preservacién de largo plazo.

Dentro del tercer grupo de métodos de preservacion encontramos el proceso de
congelacion y el de liofilizacion. Ambos son frecuentemente empleados para la
preservacion de microorganismos o sustancias biologicas, ya que permiten [a restriccion
de la actividad del agua en elios. Cuando dichos procedimientos son llevados a cabo
apropiadamente, las funciones celulares son suspendidas temporalmente, pues todas las
actividades metabdlicas se detienen, ya que son mediadas por la actividad de las
moléculas de agua, y como resultado los organismos pueden ser almacenados por
determinado tiempo. Sin embargo, si estas operaciones que involucran muchas
situaciones criticas en cada manipulacién © si un paso en el proceso no se aplico
correctamente, los organismos no sobreviven. =

Es precise mencionar, ciertos términos empleados en ambos procesos, que
contribuyeron a su surgimiento, como métodos de preservacion. la hipobiosis, que a su
vez se ha subdividido en 1) letargo, en el que la actividad metabdlica, aungque muy
reducida, es apreciable y la 2) criptobiosis (a veces denominada anabiosis o vida
tatente), en el que la actividad metabdlica esta ausente o es inapreciable. No hay duda
de que una gran variedad de microorganismos pueden sobrevivir a una detencién
completa de su metabolismo. Por ejemplo, muchas algas, esporas de bactenas y de
algunos hongos, y fragmentos de liquenes han sobrevivido a una exposicion de dos
horas a una temperatura de una fraccion de grado por encima del cero absoluto. De esta
manera se ha calculado entonces, que a -200°C, las reacciones quimicas sencilias
serian & millones de veces mas lentas que a 20°C, de moda que a temperaturas todavia
mas bajas tienen que cesar por completo las complicadas reacciones que intervienen en
el metabolismo; por o tanto, la ausencia de actividad quimica a éstas temperaturas
asegura el mantenimiento de la integridad estructural y por consiguiente la reanudacidn

del metabolismo al volver a las condiciones normales. ™
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A continuacién se detalla con precisidn los métodos considerados de largo plazo:

Liofilizacién: algunas observaciones hechas en el siglo XVIll, permitieron
conservar vivos ciertos microorganismos, por medio de la desecacion de los mismos. Sin
embargo, no fue sino hasta el principio de este siglo, que se anunciaron los principios de
licfilizacién. La patabra “liofil” hace su aparicién en 1939. Literaimente significa "amigo de
los solventes”, y en efecto los preductos liofiizados se presentan baje la forma de
cuerpos sélidos, porosos, friables y avidos de agua, el agua que precisamente les ha
sido quitada. *

La liofilizacion es la remocién de agua de una suspension de microorganismaos
congelados, por sublimacién a una presioén reducida (vacio), esto es, el agua es
evaporada sin pasar por fa fase liquida y producir asi un material estable. Este proceso
fue introducido por Flosdorf y Mudd en 1935. **?

La liofilizacion ha sido largamente empleada para preservar diversos tipos de
microorganismos, tales como levaduras, hongos, bacterias, y algunos virus, aungue es
menos aplicado a algas e inadecuado para protozoarios. Cabe mencionar que se ha
encontrado que las bacterias Gram-positivas sobreviven mejor que las bacterias Gram-
negativas, aunque ello también suele depender del medio de suspensién que se utllice.
Para el caso de microorganismos anaerobios, pueden verse afectados debido a la
exposicién que tienen con el oxigeno ambiental durante ¢l proceso. Una variacion de |a
liofilizacién denominada L-secado ha sido también usada en ciertos casos.** '

Dada la gran aplicacion de este método a varios grupos de microorganismos, se
ha dasificado de diversas formas dependiendo del métode ¥ equipo emplieados para su
realizacion De esta manera se tiene, en base a método

1} el precongelamiento + vacio y,

2) liofilizacién por centrifugacién + vacio,

y en base a equipo :

1} Secado mUiltiple,

2) Secado en serie o coleccién y,

3) Secado a granel.

La eleccion del método depende del equipo con el que se cuente y en lo referente
al equipo, cada uno esta ideado para un proposito especifico, ya que su uso depende

del producto que se desee liofilizar. > ***
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Existen 5 fases o etapas fundamentales del proceso de liofilizacion. Estas son.

A) Preparacion de la suspension de microorganismos: para llevarla a cabo, se
prepara un indculo grueso suspendido en un medio de soporte, se depositan
alicuotas en las ampolletas, y posteriormente se congelan, ***

B) Congelamiento: generalmente se utilizan congeladores, pero en algunos casos
se emplean mezclas de heelo y sal, o hielo seco, y en otros, especiaimente los
que se encuentran en plantas industriales, se cuenta con recipientes metalicos
a‘ los cuales se les recircula por sus paredes alcohol o salmuera por medio de
un refrigerante mecanico. °

C) Secado: este proceso involucra dos fases.

1y Secado primario. se elimina el agua de la humedad presente por sublimacion,
esto se logra a bajas presiones o con un desecador en presencia de vacio y un
condensador {equipo con una superficie de metal frio sobre la cual las
moléculas de agua son colectadas), esto deja de un 5-10% de humedad. En
esta etapa se lleva a cabo el prodeso de sublimacidon, cuyo porcentaje
depende de la diferencia entre la presién de vapor del producto y la del
condensador. La presién de vapor varia con la temperatura, es decir, a mayor
temperatura del producto, la presién de vapor es mayor y un rapido secado
primario puede ocurrir. Pero cabe sefialar, que la temperatura del producto
durante esta etapa requiere de un balance delicade entre la temperatura
requerida para mantener un estado sélido de congelacion de la suspensién y el
maximo valor en la presion de vapor. 2%

2} Secado secundario. se eleva la temperatura de las ampolletas hasta 30-40°C,
con esto solo queda del 1-2% de humedad. En el secado secundarno se
requiere de baja presién, baja temperatura del condensador y de una directa
aplicacion de calor ambiental al producto. ™
Estas etapas, a su vez, se ven influenciadas por varios factores, como:

a) Tipo de células.

b) Condiciones de crecimiento y edad del cultivo.
¢) Concentracién celular.

d) Medio de suspension (agentes crioprotectores)
g) Métodos de secado (humedad residual).

Después de ésta etapa las ampolletas se sellan bajo condiciones de vacio. 8.2
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cuaies

D) Rehidratacién y Control de Calidad. aberiura de ampolletas, para hidratar el
producto liofilizado, y someterlo a pruebas de pureza, viabilidad y estabilidad.
Adicional a esto, las ampolletas se etiquetan por dentro al inicio del proceso y
por fuera después del sellado. Se hacen cuentas viables antes y después de
liofilizar, anotando |a fecha y el nimero de bacterias resultantes en ia tarjeta de
identificacion correspondiente a cada cepa. %%

E) Almacenamiento: este puede ser, bajo condicicnes de refrigeracién o a

temperatura ambiente, y de preferencia evitando el contacto con la luz, ***°

Ademas de las etapas anteriores, existen otras que complementan el proceso, las
se enlistan a continuacton:-

1.- Preparacion de ampolletas

Las ampolletas deben ser de vidrio neutro, suave, ne alcalino, pues dada la
resistencia a la ruptura de éste Ultimo, hace mas dificil ef proceso de sellado, ya
que prolonga el tiempo que se expone a la flama del tanque de oxigeno-gas,
elevandose de esta manera la temperatura interna de la ampolleta, influyendo en
ta estabilidad del producto liofilizado, ya que puede llegar a quemarse, matando
asi a los microorganismos. Ademas que durante el proceso de rehidratacion, al
requerir la abertura de ampolletas, el proceso se complica. *** "

2.~ Sellado de ampolletas

El uso de un cuarto estéril o mantenido como drea cerrada es recomendado para
el sellado de ampolletas, para evitar contaminaciones posibles durante el
contacto de las ampolletas con el medio ambiente durante el tiempo que
requieran para su sellado. También puede emplearse la radiacién ultravioleta
sobre la superficie de trabajo durante 30 min. antes de ser usada, ello permite
una reduccién en el nivel de contaminacion atmosférica, al igual que el uso de
mascaras, o cubrebocas se emplean como medidas preventivas para la
disminucién del riesgo de contaminacién con la flora bacteriana del tracto
respiratorio de! personal. 2* :

Es recomendable due una vez terminade el proceso de liofilizacion
inmediatamente se sellen las ampolletas, para tener un tiempo de sellado de 1
hora a hora y media, aunque ello depende de |a cantidad de ampolletas que se

hayan liofiizado. En caso de que el sellado se realice varias horas después se
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deben de colocar las ampolietas en un desecador para evitar cualquier tipo de
contacto con el oxigeno ambiental 2

3.~ Determinacién de la humedad residual del producto licfilzado

La humedad residual del material liofilizado, se expresa en porcentaje de
humedad del total del peso del producto. Un método para determinaria es medir
el peso del liofilizado y después eliminar toda la humedad residual mediante
secgdo o empleando agentes desecantes como el pentdxido de fosforo, este
proceso se, detiene, hasta obtener un peso constante del liofilizado La diferencia
entre el peso del producto inicial y e! del producto seco, expresado en porcentaje
considerando el peso inicial del liofilizado, es el porcentaje de humedad residual
de! producto. Este método se denomina gravimétrico. Otros metodos incluyen
cromatografia de gases o el procedi.mento de Karl-Fisher que involucra
tratamiento guimico. Cabe seialar que todos [os métedos de analisis de la

humedad residual son destructivos para el producto. * %%

Una vez finalizado el proceso de liofilizacion, y almacenado ios cepas, ain
existen ciertos puntos a considerar, ya que estos influyen en la estabilidad del liofilizado
durante el periodo de almacenaje. Principalmente durante este periodo ocurre.

1) Oscurecimiento no enzimatico.

2) Desnaturalizacién proteica.

3) Destruccidn de nutrientes.

4) Oxidacion de lipidos.

5) Ruptura de &cidos nucleicos.

Tales eventos no se encuentran perfectamente esclarecidos, es decir, se
desconoce en algunos aspectos como suceden, sin embarge, es importante
considerarios. *2°

Por otro lado, la estabilidad quimica del producte también se ve afectada por la
temperatura, ya que ésta influye en la velocidad de reaccion, contenido de humedad y
presencia de oxigeno. l.a velocidad de las reacciones metabdlicas aumenta conforme se
incrementa el nivel de temperatura, dando como resultado alteraciones en la estructura
molecular de la célula, debido a una desnaturalizaciéon proteica, ocasionada por la
elevacion de la temperatura. El contenido de humedad en el almacenaje es variable, por

que a altas temperaturas se involucra un bajo contenido de humedad, mientras que a
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temperaturas menores se tiene un mayor contenido de humedad. La presencia de
oxigeno ocasiona que las cepas aerobias, continden con su metabolismo, disminuyendo
el tiempo de viabilidad de la cepa, ademés provoca que las cepas anaerobias mueran
répidamente. Por otro lado, el peso de la estructura molecular det medio de suspension
también influye en la estabilidad estructural dé la muestra, ya que, 8 menor peso
molecular, menor nivel (numero) de ligandos; a la vez un nivel elevado en la temperatura
de ta muestra y un mayor contenido de humedad pueden causar algunas modificaciones
de color y textura en el liofilizado y ello posiblemente altera {a viabilidad y estabilidad del

microorganismo {propiedades bioguimicas) durante el tempo de almacenaje. *%%%

Ventajas

= Sellamiento total de la muestra y proteccién contra contaminacion.

= Viabilidad prolongada.

= Estabilidad de caracteres en muchos grupos de microorganismos.

= Se puede realizar una produccion a gran escala de un mismo microorganismo.

= No se requiere aimacenamiento especial, sdlo proteccion de la luz.
Desventajas

= Muchas especies no sobreviven al proceso.

= En muchos casos el poreentaje de viabilidad final disminuye y por tanto los liofilizados
no deben ser usados directamente, sin previe control de calidad.

= Dafios genéticos pueden ocurrir, aunque cuando la viabilidad es alta se vuelve dificil
la diferenciacion entre coionias mutantes resultantes del proceso de liofilizacién y las
que no lo son,

= Costo elevado.

= Personal especializado ***"

Congelamiento: el almacenaje de microorganismos a temperaturas ultrabajas ha
demostrado gue bajo estas condiclones, se conserva su wab_iiidad, pureza y estabilidad
Mediante este método se induce un estado de hipobiosis durante el cual el organismo no
sufre ningtin cambio fenotipico o genotipico si se lleva acabo un adecuado contro| del
congelamiento y descongetamienta. %

El efecto de conservacion de! congelaniento es posible, ya que, a muy bajas

femperaturas las actividades enzimaticas son insuficientss para permitir el metabolismo
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microbiano a las velocidades necesarias para la reproduccion y, en consecuencia, la
reproducodn microbiana se detiene. A diferéncia del calor las bajas temperaturas no
desnaturalizan las proteinas, por el contrario los microorganismo se conservan en estado
latente '
Este método puede ser apiicado tanto para cultivos esporulados coma los no
esporulados y aquellos que no soporten las condiciones de otros métodos de
preservacion. e

Denfro de este método se manejan un serie de rangos de temperatura, como son:
-20°C, -30°C, -40°C, -70°C, -140°C y -196°C, todas estds temperaturas han sido usadas,
pero en general, temperaturas cerca de -30°C han dado resultados no satisfactorios,
debido a la formacion de mezclas eutécticas (soluciones que tienen el menor punto de
fusién constante posible} gue exponen a las células a una aita concentracion de sales.
Mientras que en fas de -70°C, -140°C y -196°C sucede todo lo contrario. > 1

Para realizar este método se debe tener precaucidon de no dafiar a los

microorganismos, tomando en cuenta la siguientes puntos:

a) Velocidad de enfriamiento: debe ser lenta hasta -20°C y después tan rapida
como sea posible hasta alcanzar a temperatura de congelacion.

b) La cantidad de electrolitos en el medio debe ser minima.

¢) Los medios de sopoite come glicerol, o dimetil sulfoxido sirven para proteger a
la bacteria durante los cambios fisico-quimicos que se llevan a cabo durante Ia
congelacion, al realizar tal funcion de proteccién, dichas sustancias reciben el
nombre de agentes crioprotectores.

d) Las bacterias se pueden dividir en resistentes y sensibles a fa congelacién. La
mayoria de las bactenas comunes pertenecen al primer grupo, mientras que
entre los segundos se pueden citar a Neisseria sp y Haemophilus sp. Las
sensibles a la congelacién pueden soportar et sobre enfriamiento y si se Hevan
rapidamente a una temperatura baja sin cambio de fase, pueden sobrevivir
perfectamente

¢) La velocidad de descongelacion debe ser tan rapida como sea posible. 18, 26.24

También pueden ser considerados el tipo de refrigerador a utilizar y &l material de
los viales 0 frascos en ios cuales se almacenarsn los cultivos, aunque éstos no tienen

tanta significancia como los anteriores
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La congelacién se puede lograr mediante congelacién normal (-20°C},
almacenando la cepa en presencia de CO, solido (-70), en un congelador potente como
el REVCO {-70°C) o congelando las muestras y almacenandolas con N liquido
(utracongelacién a -170°Cy, ™

Dado que se han manejado diferentes rangos de temperaturas para &l proceso de

congelacién, a continuacion se enlistan y describen mas detalladamente

Almacenaje entre -17°C y -24°C .

Cuando las células se someten a este rango de temperatura, en el medio interno
hay mayor cantidad de vapor de agua que tiende a compensarse por deshidratacion, el
agua liguida del interior pasa a su estado solido, lo que determina la formacion de
cristales que lesionan las estructuras intemas y la membrana produciéndose la lisis
durante la descongelacién. En este rango generalmente no se lieva a cabo un control
estricto del congelamiento y los cultivos son simplemente colocados en el congelador en

suspensiones que contienen agentes crioprotectores. %%

Almacenaje abajo de -30°C
En este rango se lleva a cabo un control mas frecuente y rigido de la temperatura
de congelamiento y conforme disminuye [a temperatura se emplean mayer nimero de

agentes crioprotectores. *> 2

Almacenaje a -70°C y -80°C

£1 almacenaje a -70°C fue sugerido por Feltham y colaberadores en 1978. En
este método se emplean pequefios viales para almacenar los culfivos, y el glicerol como
agente crioprotector. El procedimiento es muy rdpido y facil, ademas no requiere de una
manipulacién continua durante su almacenaje. Requiere poco espacio para guardarios.
Generalmente os el apropiado para preservar grandges colecciones de microorganismos
en espacios pequefos. Su desventaja consiste en que el equipo es altamente costoso y
se debe contar con un buen servicio de energia eléctrica que no permite interrupcion de
fa misma en el equipo. Ademas de la temperatura de -76°C, las temperaturas mas
comiGnmente usadas son las de -75°C y -80°C, éstas pueden virtualmente garantizar que
no ocurran reacciones quimicas, mas no es cierto que otros cambios fisicos que afectan

a la célula dejen de ocurrir. Varias especies de levaduras han sido almacenadas a -80°C
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en glicerct al 10% sobreviviendo por un periodo de 2 afos (Mikata y Banno, 1987), otras
bactarias han sido guardadas a -78°C en perlas de vidrio (Jones y col. 1887) con
resultados satisfactorios, mientras que en lo referente al reino fungi, lto y Yokoyama
{1987) registraron que 865 basidiomicetos sobrevivieron por 5 afios a -70°C en presencia

de glicerot al 10% "%

Almacenaje a-135°C y -150°C

Mé.; recientemente se han empleado camaras a bajas temperajuras que permiten
un afimacenaje a temperaturas entre ~135°C y -150°C, bajo éstas ultimas condiciones se
ha garantizado que las células sean mantenidas a temperaturas abajo de aguellas que

provocan cambios en su estructura, 2 ®

En general para el método de congelamiento podemos citar las siguientes

ventajas y desventajas:

Ventajas
= Viabilidad y estabilidad prolongada.
= Requiere un espacio reducido para el almacenaje de cuitivos,

Desventajas
= Equipo costoso.
= Dificuitad para el envio de cultivos.

= Dependiente del sistema de electricidad. ™%

Almacenaje en nitrégeno liquido: de acuerdo a ciertos estudios de investigacion
se ha demostrado que colocando las células a una temperatura de nitrégeno liquido
(-196°C), se promueve la deshidratacién celular reduciéndose la probabilidad de
formacion intracelular de cristales de hielo, aunque aigunos hongos mueren por el
“stress”, ya que se genera un encogimiento de las hifas por la deshidratacién. En este
método también se han tenide fracasos principalmente en algunos hongos vy lavaduras,
primordialmente por darfios ocasfonados por el congelamiento, como lo es, la formacién
de cristales de hielo infracelulares y efectos de deshidratacidén. Asi mismo, la membrana
celular es un sitio que se lesiona debido a las bajas temperaturas ®* ™

La ultracongelacién como también se le ha denominado a este método, se ha
empleado para preservar un amplio espectro de células biolGgicas entre otros, hongos,

bacteridfagos, protozoarios, algas, células de mamiferos y bacterias, ***
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La congelacion y el mantenimiento de células y tejidos cerca del cero absoluto
con nitrageno liquidoe ha originado la especialidad ftamada criobiologia Aunque esta
tiene mayor aplicacidon en la preservacion de células humanas, animales y vegetales que
en la preservacion de microorganismas. ¥

En o que se refiere a la técnica, para el caso de hongos, se realiza una
suspension de esporas en glicerol al 10% y alicuotas de 0.5 ml son distnbuidas en
ampolletas de vidrio de borosilicato o criotubos de 1 ml y marcados con el nimero del
cultivo. Las ampolletas o criotubos son sellados y colocados en un bafia con colorante y
refrigerados de 4 a 8°C por 30 min. para un pre-enfriamiento, este procedimiento permite
que el glicerol penetre y envuelva al organismo vy fa presencia del colorante dentro de los
criotubos indica fallas en el sellado. En caso de no haber fallas en e sellado de los
criotubos, se congelan a -35°C de 45 a 60 min., para posteriormente ser colocadas en
nitrdgeno liquido y congeladas rapidamente a -196°C Para el caso de bacterias se
realizan los mismos pasos, con la Unica diferencia de que se prepara una suspension
celular y no de esporas. %%

Para la reactivacién se colocan los criotubos en un bafo con agua a 37°C de
manera rapida, derritiéndose la muestra. Entonces los criotubos son abiertos y se toma
una alicuota gue se deposita en un medic de culbive adecuado para el crecimiento del
microorganismo en cuestion, *'°

El medio de suspensién a utilizar en los microorganismos que san congelados es
usualmente, el que contiene DMSQO (dimetil sulféxido) como crioprotector o el glicerol.
Existen muchos otros compuestos que han demostrado resuitados satisfactorios al ser
empleados como crioprotectores. La polivinil-pirrolidona, dextranas, etileno, glicol,
propilen glicol, acetamina o uréla. Mezclas de crioprotectores tambien han sido utllizadas,
comao por ejemplo: DMSO y glucosa en el caso de hongos, glicerol con lactosa, maltosa
o rafinosa para algunas bacterias y algas. **

Precauciones

En algunas ccasiones sin quererlo se puede tener contacto del nitrégeno con
algunas partes de la piel, como en manos o brazos, ocasionando quemaduras. En otras
ocasiones por salpicaduras al depositar los contenedores, se tiene contacto del nitrégeno
liquido con los ojos. Por ello es necesario tener cuidado al depositar los contenedores,
es decir, que esto se realice lentamente para evitar salpicaduras. Otras medidas

preventivas son el uso de gogles, guantes, y en algunos casos zapatos especiales.
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También se recomienda que si se emplea nitrégeno liquide se cuente con un area bien
ventilada, ya que el nitrégeno liquido puede empezar a evaporarse vy el porcentaje de
oxigeno disminuye notablemente en el ambiente. Ademas la exposicién del nitrdgeno
liquido con el aire del medio ambiente, ocasiona 'que el oxigeno del aire se condense en
el nitrogeno liquido, puesto que este es mas frio que el oxigeno. Si este proceso
continda por un periodo prolongado de tiempo, el oxigeno presente en el nitrégeno
liquido cfea un peligro de combustion.>®
Ventajas
= Los cultivas son mantenidos en condiciones estables por periodos muy largos,
= Los cultivos pueden ser completamente sellados, libres de cualquier contaminacion,
= Bacterias y hongos (esporulados y no esporulados) presentan una elevada viabilidad,
después de periodos prolongados de almacenaje..
Desventajas
= El surninistro continua de nitrogeno liquide es castoso.
= Elevada dependencia de servicios externos para su continuidad.
= Dependiendo de |a importancia del laboratorio es necesaria una buen infraestructura
de modo que permita cubrir eventuales dafos causados por interrupcion en el sistema
eléctrico, accidentes de vaciamiento, etc..

= Posibles accidentes si no se llevan a cabo las precauciones necesarias 8.20.19

Comparacion entre los métodos de preservacion

Tomando en cuenta todos lo métodos mencionados, con sus ventajas y desventajas
pareciera que el almacenaje en nitrégeno quuidq es el que proporciona resultados mas
seguros, pero con todo y sus mdltiples ventajas, por varas razones puede ser que No
sea disponible en muchos laboratorios o que no sea el ideal para el tipo de
microorganismo a preservar, de igual manera podemos encontrar alguna desventaja
adicional en cada uno de los métodos mencionados, que impida que sean utilizados, ello
nos indica, que no existe un método universal de preservacion, que permita su aplicacion
a todos lo microorganismos con excelentes resultados Ante tal situacion se recomienda

que sea cual fuera el métoda que se emplee se cuente a la vez con otro método gue
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sirva de reserva o soporte en los casos que ya no funcione el método que en un inicio

dio resultados satisfactorios.®***

1.6 Métodos para el Control de Calidad

Bl mantenimiento de una eficiente coleccidn de cultivos depende principaimente de un
rigido control de calidad de los microorganismos preservados, de tal manera que se
asegure su autenticdad, pureza, viabilidad y estabilidad. E! Control de Calidad es
indispensable puesto que los microorganismos son Muy propensos a contaminaciones, 0
cambios genéticos principalmente, y por lo tante, es necesario un monitoreo continuo. ®
Para realizar el controf de calidad se parte de los cultivos a examinar y se les
somete a prueba de viabilidad: siembra en placa, pureza: examen microscépico Y

macroschpico en placa, y estabilidad: pruebas bioguimicas tipicas y serolégicas.®

Viabilidad (Conteo de célufas viables).

E| resultado en el porcentaje de saobrevivencia, depende de la naturaleza del
microorganismo preservado, del método de preservacion que se ha aplicado y del
método a usar para estimar la viabilidad de las células. £l conteo de células viables es
generaimente efectuada antes y después del proceso de preservacion y también a
ntervalos de tiempo definidos que permitan medir el decaimiento en la viabilidad de fa
cepa Por ejemplo, en el caso de la Yofilizacion, se efectia un pre y post-conteo y
después al afio, a los 3, 5 6 10 afios, etc.. *

Para realizar la prueba de viabilidad en productos liofilizados y congelados se
siguen los siguientes pasos: una ampolleta liofilizada es abierta asépticamente con una
fima y reconstituida con caldo ¢ agua destilada estéril. En el caso del congelamiento, una
muestra es fundida por inmersion en un bafic a 30°C, y tres gotas (aprox. 0.1 ml) se
suspenden en 10 ml de agua destilada estéril (dilucion de 107) y se homogeneiza
cuidadosamente. Esta muestra a su vez es diluida en serie hasta llegar a una dilucién e
10%. Posteriormente en una placa con medio adecuado es dividida en 4 cuadrantes, y en
cada cuadrante se colocan cuidadosamente 3 gotas espaciadas, de las ultimas cuatro

diluciones *®
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Se incuba en condiciones de crecimiento bacteriano El nimero de colonias
presentes por [as tres gotas de la dilucidn ayudaran a estimar ia viabilidad de fa siguiente

manera’
viabilidad = n° de colonias en 3 gotas X 10 X reciproco de la dilucién

Al mismo tiempo, una gota de la suspension original es también inoculada por la
técnica de agotamiento en una placa con medio adecuado. Esta placa es usada para
monitores cambios morfoldgicos y pureza de la cepa. Cabe mencionar gue es vital que
todos Jos datos de las caracteristicas de cada uno de los cultivos sean registrados en
archivos, en computadoras o en bitacoras que permitan tener un seguimiento de cada
cepa, 8

Otro método que se puede emplear es el de Miles y Misra modificado, el cual
consiste en suspender el liofiizado con 1 mi de caldo nutritivo u ofro medio fiquido
(dilucion 10™) luego se efectian una serie de diluciones, colocandoe 0.1 mi de la
suspensién en 0.9 ml de caldo nutritivo y asi sucesivamente hasta obtener una dilucion
de 10°. *

Cada una de las diluciones se siembra en una sola placa de agar sangre (u otro
medio dependiendo del microorganismo a evaluar), colocando una gota de fa dilucién y
se mcuba para contar el ndmero de unidades formadoras de colonias por mi de
suspension bacteriana. 5

La prueba de viabilidad se recomienda realizarla por lo menos dos veces al afio
de tal manera que al liofilizar una cepa se considere el ndmero apropiado de ampolletas
para tener un ndmero suficiente que permita verificar su viabilidad y surtir pedidos, y lo
principal, que es la estimacion del tiempo que durard el microorganismo bajo esas

condiciones. '

Pureza

Esta prueba es la mas facil de todas las que se realizan, sin embargo el resuttado
de ésta influye grandemente en las demas. Se realiza conjuntamente con la prueba de
viabilidad, ya que una vez realizadas ias diluciones correspondientes del fiofilizado a
probar, se toma una alicuota del tubo original y se siembra por agotamiento en una placa

de agar y se incuba a la temperatura éptima del microorganismo en estudio. Después del
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periodo de incubacidn, las colonias presentes en la placa serviran para evaluar su
pureza, es decir, se realiza una tincion de gram a las colonias presentes, asf como una
evaluacién de las caracteristicas macroscopicas (morfoldgicas y coloniales) que
presenten. Si a simple vista se aprecia un solo tipo de colonias, los resultados obfenidos
de la tincidbn de gram indican un solo microorganismo, y las caracteristicas
macroscépicas corresponden con las reportadas en la bibliografia para el
microorganismo en estudio, se puede decir que la cepa evaluada estd pura 8

Estabilidad

Una vez aprobadas las pruebas de viabilidad v pureza, a partir de las colonias
resultantes de tales pruebas, se siembra una placa de agar mediante la técnica de
agotamiendo, para obtener un cultivo joven, de 18 a 24 hrs. de incubacion o mas,
dependiendo del microorganismo, Posteriormente se toman a@sadas de esta placa y se
inoculan en la serie de pruebas bioquimicas a probar. Se incuban bajo condiciones de
crecimiento bacteriano. Al término de la incubacién se realiza la lectura de pruebas
bioquimicas.

Si la lectura de ias pruebas bioquimicas, coincide con las establecidas, significa
que el microorganismo presenta una estabilidad satisfactoria Es necesario anotar todos
los resultados obtenidos y programar el siguiente chequeo.

En caso de que la estabilidad sea insatisfactoria debe prepararse una nueva serie
de pruebas que seran aplicadas a otra ampolleta o a una més reciente, anotando todos
los resultados. Esta sene de pruebas permitiran determinar las mejores condiciones de
mantenimiento dependiendo de las caracteristicas de cada cepa, ademas de considerar
métodos alternatives de preservacion.

Es importante, que cuando se realice el control de calidad de un microorganismo,
del cual se tienen varios iotes, o recomendable es probar una ampolieta o vial del lote
mas antigue con el que se cuente, anotando-siempre el numerc de lote, clave de

preservacion y todo dato Gtit.
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1.7 Microorganismos utilizados

Los organismos vivos pueden clasificarse de diversas formas dependiendo de el
principio en el cual se base dicha clasificacion, por ello se haran mencién solamente de
dos dlasificaciones, puesto que éstas son las mMas recientes. N

Desde el punto de vista de evolucién molecular de los organismos, se dividen en
tres grupos Eubacteria, Archaebacteria y ‘ Eucariontes. Aunque FEubacterna y
Amheobac'terfa son procariontes, desde e! punto de vista evolutivo molecular se

consideran diferentes. Dichos grupos se encuentran conformados de la siguiente

manera:
Eubacteria Archaebacteria
bacterias gram positivas Halobacterium
bacterias purpura Metanobacterium
Cianobacteria Thermoproteus
Flavobacteria Methanococcus
Thermotoga Thermogcoccus
Aquifex Thermoplasma
Methanopyrus
Pirodictium
Eucariontes
Entamoebae
Hongos
Animales
Plantas
Ciliados
Flagelares

Microsporidia
Diplomonados

Esta clasificacién es [a mds reciente, y fue publicada en Abril de 1897 en la

revista Scientific American (Madigan T. Michael y Marrs) De acuerdo a esta

clasificaciéon los microorganismos con fos que se trabajara, gue son cocos gram
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positivos, carresponden al grupo de bacterias gram positivas pertenecientes a su vez al
grupo eubacteria o bacteria. ¥’

La segunda clasificacion es la que se menciona en el Bergey's Manual of
Sistematic Bactericlogy, 9® ed., publicade en 1988. Esta clasificacion se base en la
composicidn de pared celular, caracteristicas microscépicas, pruebas bioguimicas, entre
muchas otras caracteristicas; en ella el grupo de cacos gram positives, consta de 15
diferentes géneros de microorganismos. Las caracteristicas que tienen en comun éstos
géneros son: ef ser organismos gram positivos, quimiorganotréficos, mesofilicos y no
esporulados. Este grupo de cocos gram positivos, se encuentra dividido en dos grupos,
en base a la ausencia o presencia de la enzima catalasa y de citocromos Dentro del

grupo catalasa positiva, se encuentran:

Familia | Micrococacceae y Familia I Deinococcus
Géneros | Micrococcus
il Stormatococcus
Il Planococcus
iV Staphylococcus
Ei segundo grupo (catalasa negativo), se subdivide a su vez en ofros dos grupos
El primero formado por microorganismos anaerobios facultativos o microaerofilicos y el
segqundo por microorganismos anaercbios esfrictos. Estos grupos se encuentran

confoermados por los siguientes géneros:

Grupo | Grupo |l
Streptococcus Peptostreptacoccus
Leuconostoc Ruminococcus
Pediococcus Coprococcus y,

Aerococcus y, Sarcina
Gemella

En base a ésta segunda clasificacion, en e pres;ente estudio se trabajara
solamente con los siguientes géneros: Micrococcus y Staphylococcous de la Familia I, y
con los géneros Strepfocaccus y Leuconostoe, pertenecientes al grupo de organismos
catalasa negativos, anaerobios facultativos o microaerofilicos. Debido a que el estudio
fue disefiado para aplicar en los microorganismos que se encuentran dentro de estos
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géneros, y ademas son los de mayor uso continuo, es decir son microorganismos

importantes desde el punto de vista didactico y clinico. 7
1.7.1 Staphylococcus

Ef nembre de Staphylococcué procede del término griego “racimo de cocos” E! génsro
Sfaphyiocqccus pertenece a la familia Micrococcaceae, la cual consta a su vez de 4
géneros. Actualmente se conocen un total de 27 especies y 7 subespecies en el género,
con 14 especies y 2 subespecies halladas en humanaos. Las especies asociadas mas
frecuentemente con infeccionses humanas son S aureus (el miembro mas virulento y
mejor conocido del género), S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S.
saprophyticusy S schleiferi. * %

Los estafilococos son considerados patégenos humanos importantes, causantes
de una amplia variedad de enfermedades, desde infacciones cutdneas superficiales
hasta enfermedades sistémicas potencialmente ietales. %

Los estafilococos pueden producir enfermedad tanto por su capacidad para
mulliplicarse y extenderse con amplitud por los tejidos, como por la produccién de
muchas sustancias extracelulares; algunas de éstas sustancias son enzimas y otras se
consideran toxinas. *

Este grupo de microorganismos normalmente se encuentran en piel y mucosas de
humanos, asf como en otros mamiferos y aves. '

Caracteristicas microscépicas

Son cocos gram positivos de 0.5 a 1 5 . de didmetro, se encuentran agrupados
en pares, tetradas, cadenas cortas (no mas de 4 células), o en forma irregular lo que los
hace parecer como racimos de uvas, consecuencia de su division en mas de un plano
No poseen flagelos ni esporas y sdlo algunas cepas son capsuladas. """

Caracleristicas macroscépicas

Generalmente, las colonias estafilococcicas son relativamente grandes de 2 a 3
mm, después de 24 h. de incubacion a 37°C o hasta de 7 mm después de 48 a 72 h,;
ademas son opacas, convéxas, de consistencia cremosa y suelen presentar pigmentos
carotenoides, que van desde el color blanco al amarilic dorado, ef cual varia

dependiendo de la especie y del medio del cultivo en el que se encuentren. Su
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crecimiento en agar sangre pone de manifiesto hemolisinas estafilococcicas, tales como
la alfa, beta, gama o delta, ™™

Caracteristicas bioquimicas

Son anaerobios facultativos, catalasa positiva y su metabolismo es respiratorio y
fermentativo. Son sensibles a la lisis por ia lisostafina endopeptidasa, pero resistentes a
la lisis por lisozima. El porcentaje de G + C en el DNA es de 30 a 40 moles. Utflizan una
gran cantidad de carbohidratos bajo condiciones aerobias, dando origen a la produccion
de acido. Bajo condiciones anaerdbicas el pricipal producto de la fermentacion de
glucosa es el acido lactico, y bajo condiciones aerobias es a| dcido acético junto con una
pequeria cantidad de CO,. Su pared celular esta formada de peptido glicano 6 mureina y
acido teicoico. El diaminodcido presente en el peptidoglicano es la L-lisina, en tanto que
el puente interpeptidico es una oligolisina, susceplble a Ia lisostafina. Dependiendo de la

especie, el acido teicoico puede ser pofioifosfato, o poiiglicerolfosfato-glicosilfosfato. ' ™

3

Toxinas estafifocdcicas

S. aureus produce un gran nimero de factores de virulencia que incluyen por lo
menos 5 toxinas citoliticas dafinas para las membranas (zifa, beta, deita, gamma y
leucacidina), asi como toxina exfoliativa, toxina 1 del sindrome del shock téxico y cinco

enterotoxinas ®* ©

Enzimas estafilocécicas

Coagulasa: las cepas de S. aureus posee dos formas de coagulasa la de union
(lamada también factor de agrupamiento) y la libre

Catalasa: todos los estafilococos la producen. Actiia como enzima protectora,
catalizando la conversién del H,O; tdxico.

Hialuronidasa: facilita la diseminacion de S. aureus en los tejidos.

Fibrinolisis: {lamada también estafilocinasa, es producida practicamente por todas
las cepas de 8. aureus.

Lipasas: todas las cepas de S. aureus y mas del 30% de los estafilococos
coagulasa negativos producen varias lipasas diferentes.

Nucleasa: otro marcador de S. aureus es la presencia de esta enzima, cuyo papel

. 3
es desconogide. ™% 2.1
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Condiciones de crecimiento

Su temperatura 6ptima oscila entre 28 y 35°C y su pH éptimo entre 7.0 y 7.5, con
excepcién de especies anaerdbicas como S. saccharofyticus y algunos cultivos de S.
aureus. Algunas especies requieran la presencia de CO, para su crecimiento y ofras con
deficiencias en su pared celular requieren de un ambiente hipertonico. Son capaces de
crecer en un medio con el 10% de NaCl y algunos otros cultivos sueten crecer en medios
con 15% de NaCl o 40% de bilis. "%

Cultivo y aistamiento

Los medios de cultivo que carecen de tiamina y acido nicotinico no favorecen su
desarroflo; sin embargo en los medios minimos suelen existir cantidades pequefias de
estas vitaminas. Su crecimiento en agar sangre es mas abundante. Cuando los cultives
de estafilicocos se encuentran contaminados se pueden emplear medios selectivos
como agar sal manitol, agar Columbia, agar lipasa sal manitol o agar fenitalcohol, ya que
éstos medios inhuben el crecimiento de gram-negatives y a determinados gram
positivos. 2%

Coleccién, transporte y almacenaje de cultivos

No se reguere de precauciones o métodos especiales para el transporte y
almacenaje de estafilococos pues son lo suficientemente resistentes a la desecacion, ¥y a
cambios moderados de temperatura. Han sido preservados satisfactoriamente mediante

fiofilizacién y secado. ™!

En la Tabla 1 se enlistan una serie de pruebas, que permiten la identificacion de

las diferentes especies del género Staphylococcus.
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Tabia 1

Diferenciacién bioguimica de las especies del Género Staphylococcus

HETE o ACARACTERISTICAS %% - wet o e S
8. " o |3 s | 8
.‘2'8 § 8. -g 2l o § -‘E‘u = a P .§ B
ES|2 18 |E€s/4¢s |s |18 |¢g | ISE|(EQlg [2 |4
{1885 |8 [SS{32E |5 18 |8 1= 1BE8&5%. % |a
2c = [£2|zE|5 |0 |C % c FElQ = =)
CelE |8 ol <85l | & |E |o@l ¢ 8 |a
s |d | 7 e |8 © 2 |3
S <
8. avreus subsp. + +p o+ + %
aureus
S. aureus subsp. - - (#) f(rm | + - + + - - +# | ND [ ND | ND | ND } -
anaerobius
S epidermudis - B + + - N N {d) iy - + N - @) T iy N
S. capitis subsp. - . (+) + - B - {d) + . - - - R . R Z
capilis
S. caputis subsp. - g (2 | + - - - | + A . . () . + . N
ureolyticus
S caprag d - {+ ] + - - - gy |+ B {+) N d i + - N
S. saccharolyticus - - ()] - - - - - . d T ND | ND | ND | ND | ND
S, wameri d d + + - - - (d) + . - - - - + + .
S. haemolyticus + d | [+ - - - L[ - - - + - B d -
S. honunis - d - + - - N - + . N N N N + N N
S lugdunensis d ¥ +. | - m ] - [ ® ][+ N N N s ¥ d * T
5. schlstferi subsp. - - + + B + + (+} + . + - + - . N +)
schigifer]
S, aurdculans - - e - - - - + - - + d . - N (dy
S. saprophyticus * ) | + - - - - + N . . B . 3 +
S. cohnii subsp. d - d + - - N 7T B - - - R R N -
cohnii
S cohnii + d (+} + - - - {d) + - + - d - + - +
subsp.urealyficum
S xylosus + d % - - . - + - d - d - + + +
5. kloosif d d - + - - . {d) + N d . d N d 4 d
S. equorum - - - {+) - - - idy |+ - I - B - + [ND | d
S. arletize d * - + - - - - + IR - - . | ND{ d
S. galfingrum + d . + . - - {d) + M +) R - N + T d
S. sanulans + - + + . - B (d) + . {d) - + - ¥ . +
S comosus + - + + - - . - + - + - + - - - B
S, intermedius * - {+) + + g + d + - + - + - + d +
S, delphini + NI B . + + p + |ND | ND I ND | + | HD | ND
S. hryicus + - + + d - + - + . + - - B d d .
5 cromogones + + + + B - - - + B + - d - + d N
3. caseolvticus - d j{Hg] + - - ND - + + - i ND [+ N B . B
5. sciur + d {+) + - - - + + + - - R . + R
$. fantus - 6 [t - - - - + + ()] - - N B + N

Slmbolos: +, 90% & mas de los cultivos dan reaccién positiva; +/- 90% o mas de fos cultives dan Teaccién posiliva retardada; -, 90% 0
mas de fos cullivos dan reaccion negativa; d, del 11 al 89% de los cuitvos dan reaccion positiva; ND, no determinada; ( ) reaccion

retardada,

2 Se considera positiva 51 ef dimetro de la colonia es mayor © igual a 6 mm después de mcubacitn a 35°C por 48 hrs.
B Se considera positiva s se delecta visualmente la presencia de pigmentos carotencides {amarilio, amarillo-naranja, naranja) durante

su crecimlento a 35°C
Fuenia: Albert Balows, Manual of Clinical Microblofogy, 1891
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Tabla 1 Continuacion

Diferenciacién bioguimica de las especies del Género Staphylococcus

¥ Produccion de 4cido a partif de
. v 2y (dérébicdmente):
B ] = =
$ME |3 |8 |g |ww|valg | | |3 a
oflselsesslae s8(8z/E (2 (B8 g 8 s 2 82
85/ §5| 3l EleT earakl® (5 48 |5 |5 AERERIB)
= ® | BC[T |2 2= L . |
BN ) N E N b 5 |9
. .
$ aureus subsp, - + + + - - + + + + + - - + + + .
aureus
S aursus subsp. - ND - - - - ND - ND - ND - - + - + -
anaerobius
S epidermiths - d + + - - + - + (d [ - . + ¢ + -
S. capitis subsp. - d d d - - - - + - - - - ()] -
capitis
5. capitis subsp. - + d + - - ND - + + - - . + ) + -
ureclylicus
5. caprae - + + - - - (+) d + - - - [ ]+ - -
8. saccharolyficus ND |+ + + 1 ND - ND - - {#) | ND - - - - - -
S wamen d d ND d - - - + d - d | - -1t d + -
S. haemolyticus d + + + B - - + d - @ J - N + d T N
S. hominis - d + d - - - d - - + . + d 1] -
S lugdunensis - - d + - - d + - + | - - + + + -
§. schieifen subsp. - + + + - - - d - + - - - - . - -
schigiferi
S. auricularis - d 1| - - - 1wl - - ) | - -t - d -
3. saprophyticus - - - - - + - + d - + . R + ¥ N
S. cohnii subsp. - - - - + - + d f@ | - - - @t - - -
cohnii
§ eohon + - o - . * - + + + - - - (+) + - -
subsp. ureaiylicum
5. xylosus + - d d d + - + + + ¢ + - * d + B
S, kioosii d - d - d + - + + - - {d) - d | () (=) -
5. equorsm + - d + d + [ ND | + + + d + (dy | d d + -
5. arlettae + - - . . + [ ND [ + + + + + - + + * +
5. gallinarum d - - + + + - + + + + + +a + d + +
S simulans d + - + - - - d ¥ d K N B H- T + R
S. camosus - * d + - - - d + + . B . N d N B
S, intermedius - d + 1+ - - - + ] + ] d - - jldjo+ | -
S. dalphini ND | + - + | ND - ND - {+) + | ND N ND [ + + + | ND
S. hyicus + + - + - - + + N + . . . - ¥ + B
S. chromogenas - + B + - - + + d + d . B d + + B
5. caseolyticus - d - + | ND - - d - - B . B + + d | ND
5. sciurd - - - + 4+ + - + + {d) [ {+-) ] (@) + {d) | {d) s -
S. lentus - - - + + + - + + T o+ d d + +

Simbolos: +, 90% 0 mas de los cultives dan reaccion positiva; +/-, 90% o mas de Jos cultivos dan reaccidn positiva retardada, -, 90%
o més de |os cultivos dan reaccidn negativa; d, del 11 al 88% de los cultivos dan reaccién posifiva; ND, no determinada; { ) reaccion

retardada,
 Se considera positiva si se cbserva una zona de inhibicion con un didmelro menor o igual a2 16 mm empleando discos de

Novaobiocina de 5 ug.
Fuente: Albert Balows, Manual of Clinfcal Micrebiology, 1991

52




Es importante mencionar que dentro de la especie S. epidermidis se encuentran

cuatro bictipos cuyas caracteristicas diferenciales se mencionan en seguida:
Tabla 2

Caracteristicas bioguimicas de los bictipos de S. epidermidis

Voges-Proskauer

Fosfatasa + + - -
Formacion de acido (aerobico) a partir de:

Lactosa + d - d
Malosa + - d d
Manito! - - - +

Simbolos: +, 90% o mas de los cultivos, dan reaccidn positiva, -, 90% o més de los cultivos, dan reaccion negativa, d , menor al
90% dfe lvs cultivos dan reaccidn negativo
Fuente: Bergay's Manual of Sistematic Bacteriofogy, 8a edicidn

Pruebas de identificacion

Como se puede apreciar €n las tablas que anteriormente se mostraron, existe una
gran variedad de pruebas para la identificacidn de especie de los microorganismos

- pertenecientes al género Staphyiococcus. Sin embargo, dado que los fundamentos de

cada una de las pruebas no es importante para el propdsito de esta tesis, solo se
mencionan aquellos que se consideran mas importantes para el proceso de identificacion
y certificacion, asi como algunas adicionaies,

Prueba de 1a catalasa

La catalasa es una enzima que descompone al perdxido de hidrégenc (H.Os) en
oxigeno y agua. El peréxido de hidrégeno es uno de los productos oxidafivos finales en
el metabolismo asrobio de los carbohidratos, st se acumula es letal para las células
bacterianas. Exceptuando a los estreptococos y a Gardenella vaginalis, las bacterias
aerobias y facultativas poseen esta enzima, no asi la mayoria de las anaerobias que, con
el objeto de Hevar a cabo la degradacion del mismo sustrato, producen la peroxidasa. De
esta manera, esta prueba se utlliza generalmente para diferenciar al género
Streptococcus(-) del Sfaphylococcus y Micrococcus (+), o para diferenciar al genero

Bacillus (+) del Clostridium {-). 2™

H 0 catalasa
HO + H QO ——* 2O + O, IGas liberado
susirato dador susirato (reducido} dador (oxidade)




Prueba de fa coagulasa

la coagulasa es una enzima relativamente termoestable, ya que resiste
temperaturas de hasta 60°C durante 30 min. La coagulasa es una proteina de
composicidn quimica desconocida, con actividad semejante a la protrombina, capaz de
convertir el fibrindgeno en fibrina, produciendo un coagulo visible en un sistema de
prueba apropiade. £sta prueba comprueba la facultad del micreorganismo de coagular el
plasma por accién de la enzima coagufasa, Ademéds se emplea para diferenciar

Staphylococcus aureus (coagulasa positiva) de los otros estafilococos. ="

bacteria
Plasma ————a coagulo defibrina
coagulasa

Prueba de {a oxidasa

Esta prueba también conocida come prueba de la citocromo oxidasa
{ectoenzima), consiste en detectar si el microorganismos analizado posee un citocromo
oxidasa capaz de oxidar compuestos aminados tales como el clorhidrato de N,N-dimetil
p-fenilendiamina y la forma tetrametilada del mismo compuesto. La accion de dicha
enzima se detecta cuando al contacto con tales compuestos, genera un color marrén que
después se toma negro. 2°

DNasa

Otra forma de clasificar los estafilococos dentro de la especie S. aureus, esta
basado en la deteccion de enzima capaces de degradar el DNA. La produccién de esta
enzima se puede determinar medjante la incorporacién de &clde desoxiribonucleico
(DNA) en agar nutriente, esto es, al incorperar azul de toluidina como indicader al media
de cultivo, fa produccién de enzimas cambia el color del medio, de azul a rosa, de tal
manera que se puade determinar si el microorganismo es productor de DNasa © no,
seglin el vire, **#

Reaccion de la ureasa

E! sustrato urea es una diamina del acido carbénico, a la que frecuentemente se
menciona como carbamida. La hidrolisis de la urea es catalizada por la enzima ureasa, la
cual es una importante enzima microbiana vireulada con la descomposicion de los
compuestos organicos La ureasa es consfderada una enzima constitutiva dado que es

sintetizada por ciertas bacterias sin tener en cuenta la presencia o ausencia de su

54



sustrato, la urea Esta prueba determina la capacidad de un organismos de hidrolizar la
urea, formando dos moléculas de amonfaco por accidén de la enzima ureasa. Dicha
accién se puede detectar por el vire del indicador hacia un color rojo rosado, que indica

la alcalinizacién del medio por la presencia del amonfaco. %

HN- | CO | -NH,
‘ureasa

Omnitina y Arginina decarboxilasa .

La decarboxilacion es el proceso por el cual fas bacterias que poseen enzimas
decarboxilasas especificas son capaces de atacar a los aminoacidos en su grupo
carboxilo (-COOH}, dando una amina o una diamina y anhidrido carbénico. El proceso de
decarboxilacion es irreversible, no oxidativo, y requiere una coenzima comun, el fosfato
de piridoxal. Mediante éstas pruebas se mide la capacidad enzimatica del
microorganismo para decarboxilar un aminoacido para formar una amina, con ia
consiguiente alcalinidad, detectada por el vire del indicador presente en el medio. **

El amincacido L-lisina sufre la decarboxilacién para dar cadaverina (una diamina)
y anhidrido carbénico por accion de la enzima especifica lisina-decarboxilasa.

Lisina decarboxilasa .
NH,CH2(CH2):CHNH,COOH *  NHCHx(CH2):CH:NH:  +  CO;
L-lisina Cadaverina (diamina)

El aminoacido L-omitina es decarboxilasa por la enzima omitina-decarboxilasa

para dar [a diamina putrescina y anhidrido carbonico.

Ornitina decarboxilasa
NHa(CH)aCH-NH,COOH . CHa=NH,(CH2),CHx-NH; + CO,
L-omitina Putrescina (diamina)

Reduccion de nitratos

La reduccian del nitrato {(NO3) en nitrito (NQOz) y en gas nitrogeno (Ny), tiene lugar
generalmente en condiciones anaerobicas, en las cuales un arganismo abtiene su
oxigeno del nitrato. £l oxigeno sirve come un aceptor de H. La mayoria de las bacterias
asrdbicas son anaerobias faculiativas y sojo pueden reducir el nitrato en ausencia de
oxigeno. En la reduccion del nitrato, los citocromes bacterianos transportan electrones a

moléculas aceptoras especificas.
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A través de esta prueba se determina si el microorganismo es capaz de reducir el

nitrato en nitritos o en nitrégeno libre. *°
NOy + 2¢ + 2H' . NO;y + H0O
Nitrato Nitrito

Voges Proskauer (VP)

La reaccidén VP determina la capacidad de algunos microorganismos de producir
un producto final neutro ef acetiimetilcarbino! (acetoina), a partir de la fermentacion de la
glucosa. Elsta es metabolizada en acido pirdvico, intermediario clave en la glucdlisis. A
pariir del Acido pindvico, una bacteria puede seguir muchas vias. La produccibn de
acetoina es uno de los ciclos para la degradacion de la glucosa en las bacterias. %

Utilizacién de carbohidratos

Esta prueba determina la capacidad de un organismo de fermentar (degradar) un
hidrato de carbono especifico incorporado a un medio basico, produciendo acide o acido
con gas visible. La fermentacion es un proceso metabdlico de oxidacién-reduccion
anaerdbico en el cual un sustrato organico sirve como el aceptor de hidrégeno final
{aceptor de electrones) en lugar del oxigeno. La fermentacion de sustratos organicos
come los carbohidratos dan tanto productos finales reducidos como oxidados. El tipo de
productos finales producidos por la fermentacién de los hidratos de carbono depende de
varios factores: 1) el tipe de organismo que lleva a cabo el proceso de fermentacion, 2) la
naturaleza del sustrato que debe ser fermentado, y 3) a veces, los factores ambientales
como la temperatura y la acidez. Los producios finales de la fermentacion de los
hidratos de carbone y los alcoholes denominados colectivamente “azucares”, son pocos:
dos gases, hidrégeno y anhidrido carbdnico, algunos pocos acidos; algunos alcoholes y
una cefona. Existen distintas clases de fermentacion producida por las bacterias, y cada
una depende de los productos finales caracteristicos formados. En general los grupos
mas importantes de bacterias muastran uno de fos cinco tipos principales de formas de
fermentacion: fermentacion alcohdlica, fermentacion dei acido lactico, fermentacion del
acido propidnico, fermentacian def grupo coliforme y fermentacion det alcohol butifico. "
26

Produccion de hemolisinas

El principio de esta prueba radica en que si la cepa produce hemgolisinas, éstas
lisaran los eritrocitos circundantes dando origen a una zona de aclaramiento alrededor
de las colonias. En ciertos casos las cepas son productoras de beta hemolisinas, por io
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que la zona de aclaramiento abarca desde [a superficie del agar hasta el fondo de Ia
placa. **#

Resistencia a la novobiocina

Esta prueba esta basada en l|a capacidad del microorganismo a resistir a la
accién de la novobiocina, es decir, que en presencia de dicho antibiético se ve inhibido
suU crecimiento, El S. saprophyficus es actualmente la Gnica especie del genero

Staphylococcus resistente a la novobiogina, %%

P

1.7.2 Streptococcus

El género Strepfococcus pertenece a la familia Sfreptococcaceas y sus especies
principales son las siguientes: 5. pyogenes, S agalactiae, S equisimilis, 5. canis, S.
sanguis, S. salivarius, S. pneumoniae, S. bovis y S. faecalis. Estas dos Ultimas
actualmente han sido incluidas en el género Enterococcus, del cual hasta la fecha se
conocen 12 especies. >> "

El papel de los estreptococos en la enfermedad humana se aprecié muy pronto,
dado que la gran mayoria de sus especies ocasionan enfermedades muy diversas en el
humano: faringoamigdalifis, sinusitis, ofitis, caries, oftalmias, piodermitis, sepficemia,
meningitis, artritis, bronquitis, neumonia, etc. (Tat-;la 4y, %1

La diferenciacion de las especies dentro del género es complicada, debido a que
se emplean por lo menos cuatre esquemas distintos para la clasificacién de estos
microorganismos:

1) Presentacién clinica: estreptococos piogénicos, orales, entéricos, esto indica,
que se clasifican en base al sitio anatémico en el que se encuentren, y al
patron de hemdlisis que presenten. ™

2) Propiedades serolégicas: grupo de Lancefield detaAalaHydelaKalaV.
Rebeca Lancefield disefic la forma mas confiable de dwvidir a los
estreptococos, de acuerdo a las caracteristicas seroldgicas de cada
carbohidrato C, presente en cada estreptococo (Tabta 3). *%°

3) Patrones de hemdlisis o clasificacién de Brown: este autor encontré que los
estreptococos pueden subdividirse en tres clases dependiendo del tipo de
hemdlisis que producen en placas de agar sangre. Estos son: hemolisis

completa [beta] en la que el estreptococo sintetiza tanto la estreptolisina S
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como la O, de tal manera que destruyen los eritrocitos que circundan las
colonias, desde la superficie del agar hasta la parte profunda de la placa,
incompleta [alfa] en la cual solo hay sintesis de estreptolisina S, provocando
sio 1a destruccidn de los gidbulos rojos que rodean a las colonias, unicamente
en la parte superficial del agar. y nula [gama] en la que no existe sintesis de
estreptolisinas y por tanto no se produce hemdlisis alguna (Tabla 3). B.9.10
4) Propiedades bioquimicas: éstas incluyen fermentacidon de carbohidratos,
r;resencia de enzimas y susceptibilidad o resistencia a ciertos agentes

quimicos..”®

Ademas de las clasificaciones anteriores, Sherman infrodujo una nueva
clasificacion, que divide a los estreptococos en cinco grupos:

a)piogénico: integrado por estreptococos beta-hemoliticos, no todos pertenecen al
grupo A, sino que miembros de otros grupos como B, C, G y F que también son beta-
hemoliticos,

b)lactico: no tiene importancia médica ya que sus miembros se desarrollan en
productos lacticos y son saprofitos,

djenterococo S. faecalis y sus variedades, S. zymogenes, S. liguefaciens, S.
faecium y S. durans, pertenecen al grupo D de Lancefield. En agar sangre presentan
hemolisis de diferentes tipos: alfa, beta o gama, ademas de ser considerados residentes
normales del intestino y resistentes a concentraciones def 6.5% de cloruro de sodio.

d)viridans. grupo integrado por las especies que tienen la propiedad de producir
hemdlisis alfa, aunque también existen cepas no hemoliticas y algunas beta hemoliticas.
Este grupo esta presente en la cavidad oral y tiene como representante a S. salivanus y
otras como S. nlis.

e)neumococo: grupo de estreptococos aifa-hemolitico, encapsulados; forman
parte de la flora normal y patologica de la cavidad osofaringea.

fipeptoastreptococo. en esfe grupo se incluyen los cocos anaercbios y varios
estreptococos que crecen en ambientes con tension reducida de oxigeno

{microaerofilicos). **
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Tabla 3

Clasificaciones més utilizadas para el Género Streptococcus

e QR H

A S. pyogenes | beta. F S. anginosus | beta
8 S. agalactiae |beta, en G S. anginosus | beta
ocasiones aifa
. 0 no hemadlisis
c S. equi beta, en H S. sanguis alfa
5. equisimilis | ocasiones
S. hemdlisis alfa
dysgalactiae |0 no
hemalisis.
D Enterococes | alfa, no K S. salivarius alfa
faecalis hamdlisis, en
E. faecium ocasiones
E. durans beta.
No
enterococos
5. bovis
S. equinus
F S. anginosus beta - N S. cramoris
S. factis
G S anginosus | beta ninguno S. alfa
pneumaniae
H S. sanguis alfa Grupo viridans | S. adfacens Alfa, no
S. anginosus, | hemdlisis
S. bovis, S
defectivus, S.
mitis, S.
mutans, S.
vestibularis.

Fuente. Bergey s Manual of Sistematic Bacteriology, 8. Edicién y Patrick R. Murray, Microblolegfa Médica

Tabla 4
Enfermedades mas comunes provocadas por el género Streptococcus

Neumonia, sinusitis, ofitis media, meningitis,
bacteremia.

S. pyogenes {grupo | Faringitis, escarlatina, sindrome del shock téxico
A estreptococcico,  erisipela,  fiebre reumatica,

giomerulonefritis.

S. pneumonias

S agalactiae [ Infecciones  neonalales  (meningitis, neurmonia,
(grupo B) bacteremia), sepsis postparto.

Grupo S. | Bacteremia, formacién de abscesos

intermedius

anginosus {S.

milleri)

Grupo viridans Bacteremia, endocarditis, caries dentales,
Fuente, Patrick R Murray, Microblologia Médica
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El habitat normal de los estreptococos lo constituyen el hombre y 05 animales. En
estos (limos se reconocen varias especies como S. agalactiae y S. equi. No obstante,
los estreptococos de origen animal en ocasiones pueden originar infecciones en el
hombre, esto ocurre a través de gotitas de fligge o exudados due contengan
estreptococos, ™"

Caracteristicas microscépicas

El género Streptococcus abarca una coleccidn diversa de especies de cocos
gram positi\lfos, cuyo didmetro varia entre 0.5 y 1 u, muchas veces dispuestos,en parefas
o en cadenas. No méviles o raramente madviles, no forman endoesporas, y en su mayoria
presentan capsulas muy evidentes,'™

Caracteristicas macroscdpicas

Forman colonias pequefias de aprox. 1.5 mm de didmetro, trasl(cidas, grisaceas,
convexas, de bordes regulares y, segin la generalidad de los autores, semejan
pequefias gotas de rocio. Cabe mencionar que se han encontrado pigmentos rojos ¢
amarillos en algunos cultivos de los grupos B y D. Su crecimienta en agar sangre permite
identificar el tipo de hemdlisis que producen, las cuales ya fueron mencionadas en la
parte de clasificaciones. Ademas en este mismo medio se pueden presentar tres tipos de
colonias: mucoides, mate y lustrosas. Las primeras contienen gran cantidad de material
capsular formado principaimente por acido hialurénico altamente higroscopico, lo que da
a la colonia un aspecto humedo, brillante y suave. Las colonias mate tienen apariencia
opaca y rugosa, esto debido a la cantidad de humedad del medio de cultivo y de la
carencia de capsula. Las colonias lustrosas suelen ser mas pequenas, lisas y brillantes.
97,9,10,23

Caracteristicas bioquimicas

Son quimiorganotroficos y fermentan los hidratos de carbono con produccion de
4cido lactico, son organismos catalasa negativos, resistentes a la bencidina y oxidasa
negatives. El % de G + C en el DNA es de 32 - 42 moles. Los enterococos y los
estraptococos presentan una estructura antigénica definida: su pared celuar se
encuentra constituida por fres capas, la mas interna corresponde a un mucopéptido
bacteriano clasico, Ja intermedia es conocida como carbohidrato C y su composicion
quimica se considera especifica de grupo y la mas externa esta conformada por

proteinas M, T y R, las cuales determinan el serotipo de cada cepa. '™
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Yoxinas y enzimas

Estreptocinasa: enzima que provoca la transformacién del plasminégeno del
suero humano en plasmina (enzima proteolitica activa que digiere a Ia fibrina y ofras
proteinas). Es producida por muchas cepas de estreptococo beta-hemotitico.

Estreptodornasas o desoxirribonucleasas estreptocécicas A,B,C y D" son enzimas
estreptocdcicas antigénicamente diferentes que participan en la degradacién del DNA.

Hialuronidasa: enzima que hidroliza el acido hialurénico, constituyente importante
de la sustancia intercelular del tejido conjuntive, asi pues, la hialuronidasa favorece ia
diseminacidn de los microarganismos infectantes.

Toxina eritrégena: toxina que provoca el exantema que se presenta en la
escarlatina, es eflaborada solamente por estreptococos liségenos.

Difosfopiridina nucleotidasa: sustancia que se ha relacionado con la capacidad
del microorganismo para destruir lsucocitos.

Hemolisinas: muchos estrepiocotos son capaces de lisar a 10s eritrocitos in vitro
en diverso grado. Los estreptococos beta-hemoliticos del grupe A producen dos
hemolisinas {estreptolisinas):

La estreptolisina O es una proteina {peso molecular 60,000) con actividad
hemolitica solamente cuando esta reducida (grupos -SH disponibles) y que se inactiva
rapidamente cuando se oxida.

Estreptolisina S es el compuesto causante de las zonas hemoliticas alrededor de
colonias estreptocdcicas que proliferan en la superficie de placas de agar sangre. No es
antigénica.

Nicotinadenindinucleotidasa (NADasa): por su accion enzimatica es leucotéxica, y
estimula la produccidn de anticuerpos en forma tardia,

Existen ademas otros productos extracelulares como proteinasas, amilasas,
esterasas, que contribuyen a la destruccion celular en el huésped. 3 1232

Condiciones de crecimiento

La mayoria de las especies son anaerobias facultativas, aunque Ios
requarimientos atmosféricos puaden oscilar desde especies anaerobias estrictas hasta
capnofilicas (su crecimiento requiere del § al 10% de CO,). Los requisitos nutricionales
son complejos y resulta necesario el uso de medios enriquecidos con sangre o suero

para su aislamiento. Requieren de un tiempo de incubacion de 24 a 48 h., a 37°C *©
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Cuifivo y aislamienio

Dado que los estreptococos son considerados bacterias delicadas y exigentes, se
requiere de medios enriquecidos, como el agar sangre, integrado por sangre de camero.
Este medio no solo favorece el aislamiento del microorganismo, sino que ademas,
permite observar el tipo de hemolisis de la cepa en cuestién. Los medios liquidos que se
pueden utlizar son el caldo infusidon cerebro corazén o fripticaseina-soya u otro
enriquecndp.”' °

Coleccion, transporte y almacenaje.

Muchos estreptococos scbreviven por diversos meses en tubos con agar
inclinado con tapén de rosca y almacenados a 4°C. las excepciones son ios
neumaococos y algunos cultivos viridans, los cuales no sobreviven por mas de una
semana, bajo estas condiciones. Generaimente los estreptococos no sobreviven bien en
medios de cuitivo liquidos, y mueren después de 3 6 4 dias. Todos los estreptococos
sobreviven de 1 a 2 afios congelados a -70°C y por 20 afos 0 mas liofilizados El secado
en arena también es usado para almacenarios (el neumococo no sobrevive) por 20 afios

o mas. %7

A continuacién se muestran tabias comparativas para la identificacion de las

especies pertenecientes a este género.
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Tabla 5

Aspectos clinicos y de laboratorio del Género Streptococcus segun clasificacién de

Lancefield

Agrupamnento de Lancef‘eld

A Faringe, piel.
Disco de bacitracina A
Anticuerpos fluorescentes.
Aglutinacion al [atex,

B Faringe, vagina, heces En|Hidrolisis de hipurato

neonatos, vanas localizacionas. | Prueba de CAMP

Bilis-esculina
Aglutinacion al latex

Cc Faringe, vagina, piel. Falta de crecimiento a 10°C,
45°C
Hidrélisis de hipurato
Fermentacién  de  glicerol,
trealosa, sorbitol.
Aglutinacion al latex.

D Intesting grueso. Hidrdlisis de bilis-esculina
Tolerancia a 6.5% de NaCl
Aglutinacion al ltex

F Boca, dientes, faringe Produccién de 4cido a partir de
glucesa, maltosa, salicing y
sacarosa. No Acido a parlir de
inulina, xilosa, arabinosa vy
manitol.
Aglutinacion al latex.

G Faringe, vagina, piel. Amaniace a paitir de arginina
Fermentacion de la inulina
Aglutinacidn al 1tex

H Boca, dientes, faringe. Fermentacion de la inulina
Produccién  de  polisacérido
viscoso en caldo de sacarosa al
5%

K Faringe, hoca. Acido a partir de glucosa,
sacarosa y maliosa
No 4cido a partir de giicerol,
manitol y sorbitol

Ninguno Faringe, boca, triquea Serotipificacidn

Solubilidad en bilis
Susceptibllidad a la optoquina

Nota grupo C el 5. dysagafactias no hidrokza el hipurato Fermenta realosa, a veces el sotbitol, pere no el glicerol.
Fuente. Elmer W. Koneman, Diagndstico Microbiolégico
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Tabla 6
Identificacion bioguimica presuntiva del Género Streptococcus

’ ' . it Prugbas, o
Eu ¢ z
L v © o] 5 3 'g
Grupos g | 2 3 g8 |2
T T | g & el e | B BlEs |&
5 it @ a o ) | Eq 5
|8 < gi88 |2
""‘vk’,"’.: tm O‘D 8_
Grupo A beta + - + - - . .
Grupo 8 heta -* - + - + - +* -
Otros bela - + - - - . R N
estreptococos
heta-hemoliticos™™
Grupo D,{ alfa, - - -+ + - + + .
enterococos beta,
ninguna
Grupo D, no| alfa, N +* . N R + i N
enterogocos ninguna
Grupo viridans alfa, . + * - . * Z .
ninguna
Neumococos alfa - ? - - - - - +
Simbolos : +, reaccién positiva o susceptible; -, reaccion negativa o resistente; *, ocurren ocasionaimente, 7, no
deferminada.

SXT, Sulfametoxazol y trimetoprim. PYR, L-pirredilonil-beta-nafiilamina.

**No grupos A, Bo D,
=+ Syuscephiilidad a la optoquina y solubilidad en bilis.
Fuente: Edwin H. Lennette, Manuai of Clinical Microbiology.
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Tabla 7

Diferenciacion bloqmmlca de Streptococcus detgrupo Dy grupo viridans

“HeHdmMBISIS R S.»ﬁz&l’rfié ”a’&’{g“5|o|6§1cas;,{$”¢ o WonEE
s|s 518 o . . o ER
= R = gl {8 N ’ = |5 .
N sle|B|E2 )50k & E | &) »§, glele |3 : .
S &L e Rl - E15 |3 e TE |2 5 ]E £, )
1|12 ]g|8leg|E2E 5] 3 18881581521 :

i dlga |3 |8 | |8 |=HE |8 |5 [=16 |8 :

4 @ w A R A ) B
Al e K5 Q e NN ! I R B}
5. fagcalis + + i+ + + + |+ ] + - L G - - i N
8 faecium + -+ 1+ + + - + + B v + + + B + |- ER ST
S. avium + 1 -1 +1+ + . + B + - - + + + + | & 8+ |+ N
S durans + |+ |+ + + + - + + - Vv - + J - - - . - > N
S bovis EI B B -] e+ | -F+ T+l 1T 1T+l
S. milans OO IS B B T+ ] - _ - + + [ + T F+ |+ 1D
S vheds + | -1+ - “ - - - + L+ T+ [+ |+ +]- T+ | o
S. ol U I . . PO IR I - + 1 + - - - - M VN
wermediis
S bovis| -+ | - | + | + - - - - + | F - + + - - - - - N*
rva':l

+ | - - . N PO LR I S - - N - - - SN
Constel.'afus
S equinus + - - |+ - - - - + - - + - - - Sl - - Bl N
8. sanguis | + - _* K] N _ ¥ + o + - + + . K3 _ N + * D*
S.salftvarius | 41 . L+ ] * - - - -1 ¥y - + | - - - - 4+ | +* | L*
8. milis + - P - - - - - - - - + + - - - - - - N
S sanguis il | + -] - - - - o - - - + + - - - - - + o
S. Pl I 0 - - - - - - - + - - - - - - - I N
| morbillarum

Simbolos :

glucanas : D, dexirana; L, levanas, N, no glucanas.
Fuante: Edwin H. Lennete, Manual of Clinfcal Microbiciogy.

+, reaccién positiva,; -, reaccion negativa; V, reaccion

variable; *, ocurre en algunas excepciones. Para

Tabla 8
Diferenciacion bicquimica de las especies restantes de! Género
Streptococcus

X 5 o omt : i

w | @ 2w -3 A Bls l=lslSlale|lsier| e,

"s|ElsSlg S el dls siglela|El2 LR

I3 |2 =1 18210 )= |9 |e[<]o|<|T |uw
S, lactis « [+ -T-1+1-1T-F-1-1-1-1«t-1+ _ |l d [ d
S. cremons +Idldjd] + [d]-]-]-7}- - [d] - ST d
S, sanguis HIERERE + + B - -1 -] - - +
S. anginosus L B W d d}-1-1- - - ]d|l ] -] - B +
S sodominimus F ¥ j + | df + £ « | -1 -1 - R di-1T-1-1-1]-
5. fermophilus + | -]+ + T lald] - “ftdl-1-1- A N
& + +lelal-r-1-f-1-1-1+1"- d{d|[d]|d
roeaepideics
5. equi + [+ [+ ]+ - - - ldf -] -1-§1-i-~jdldfd|d][d
S dysagafdctiae | * | + | d | + d +f-fdldf] -] -[dfl-[d]d]Jd]d]|d
5. agalactiag 1+ |+ ldl= - T T-T1T+1-T_ 1. {didbld] dida

Simbolos: +, reaccion positiva, -

, reaccion negativa; d, ocurre ocasionalmente; (), reaccién tardia

* en condiciones aerchias, ** pOSleO en cUltivos aislados de ganado bovino,

Fuente' Bergey’s Manual of Bacteriology, B°. ed., y Elmer W., Koneman, Diagnéstico Microbioldgico



Streptococcus pneumoniae

A pesar de que esta especie comparte bastantes caracteristicas con las
mencionadas para el resto de los estreptococos, muestra ciertas diferencias, que se
consideran basicas para su identificacion, por ello se menciona como una éntidad aparte.

Caracteristicas microscépicas

El neumococo es un coco grampositive encapsulado. Las células miden de 0.5 a
12 de di::fimetro. tienen forma oval o lanceolada y se disponen en parejas o cadenas
cortas. Los cultivos mas antiguos pueden decolorarse con facilidad y aparecen gram
negativos, * "

Caracleristicas macroscépicas

La morfologia de sus colonias varia: las cepas capsuladas forman en general
colonias grandes (1 a 3 mm sobre agar sangre, mas pequefias en agar chocolate),
redondas, mucoides y no pigmentadas. Las cepas virulentas de S. pneumoniae estin
cubjertas por una capsula polisacanda compleja. Las cepas no capsuladas son mas
pequefias y aparecen planas. Todas las colonias experimentan autélisis al envejecer (ia
porcién central de fa colonia se disuelve, lo que produce un aspecto umbilicado). Las
colonias son alfa-hemoliticas en agar sangre cuando se incuban bajo condiciones
aerobias y pueden ser beta-hemoliticas en los cultivos anaerobios. 3% %

Caracteristicas bioquimicas

S. prieumoniae fermenia varios hidratos de carbono y el producto metabdlico
principal es el &cido lactico. Como todos los estreptococos, S. pneumoniae carece de
catalasa. ¥

Las cepas capsuladas poseen polisacaridos capsulares distintos desde el punto
de vista anfigénico y han sido empleados para la clasificacidén serolégica de las cepas.
En la actualidad se reconocen 84 serotipos. La capa de peptidoglicano de las pared
celular de los neumococos es tipica de los cocos gram positivos, con subunidades
alternantes de N-acetilgiucsamina y ac acetiimuramico entrecruzadas mediante puentes
peptidicos. El otro componente fundamental de la pared celular es el 4cido teicoico, rico
en galactosamina fosfato y colina. La presencia de colina es exclusiva de fa pared celular
de S. pneumoniae y eferce un papel regulador importante en la hidrdlisis de esta pared
En ausencia de colina, la enzima autolitica neumocdccica es incapaz de actuar y cesa ia
division celular Existen dos formas de 4c. {eicoico en la pared celular neumocdccica: una
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expuesta en la superficie celular y otra similar unida de forma covalente a los lipidos de
las membranas plasmaticas.

Dentro de los factores de virulencia de S. preumoniae se encuentran: cépsula,
neumelisisnas (hemolisina sensible a la temperatura y al oxigeno, relacionadas desde el
punto de vista inmunoldgico con la estreptolisina Q), principio productor de parpura,
neuraminidasa, y autolisinas, %

Condiciones de crecimiento

El organismo tiene necesidades nutricionales delicadas y sélo es capaz de crecer
en medios enriquecidos (p. ej. agar tripticaseina-soja o agar de infusién cerebro corazon)
y suplementados con productos hematolégicos. Esta especie crece poco en medios con
concentraciones altas de glucosa, debido a que el 4cido lactico alcanza con rapidez
niveles toxicos. *

Cultivo y aistamiento

Se realiza de manera similar a lo indicado en el resto de los estreptococos.

Coleccidn, transporte y almacenaje

Dada la elevada sensibilidad del microorganismo a fas condiciones ambientaies,
na pueden ser almacenados a las temperaturas de refrigeracion ordinarias.
Generalmente se almacenan liofilizados por periodos superiores a los 5 afos, * 1

Pruebas bioguimicas

A continuacidn se menciona el fundamento de las pruebas bioguimicas
principates para la identificacion de especie de los estreptococos

Patron de hemolisis

Basada en [a clasificacién de Brown, se determina el tipe de hemdlisis del
microerganismo:

1) Hemdlisis alffa que produce una decoloracion verdosa y hemdlisis parcial de los
globulos rojos que rodean a la coloria, detectada por una zona de
aclaramiento alrededor de las cofonias.-

2) Hemdlisis beta, que produce una zona clara de hemdlisis alrededor de 1a
colonia, la hemélisis es producida desde la superficie del agar hasta la parte
profunda de la placa.

3) Hemdlisis gama, en la que no se ven afectados los gldbulos rojos del medio,

es decir no existe hemélisis, 21438
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Sensibilidad a 0.02 - 0.04 U {mg/m!) de bacitracina

Esta prueba se emplea para diferenciar a los estreptococos del grupo A de
Lancefield dado que, a esas concentraciones de dicho antibidtico, este grupo es incapaz
de desarroliar, La eleccion de esta prueba depende de que el estreptococo en estudio
haya manifestado una hemolisis tipo beta previamente, ***

Hidrélisis del hipurato

Esta prueba se emplea para diferenciar a los estreptococos del grupe B, los
cuales sor; los (nicos microorganismos del género capaces de producir la enzima
hipuricasa que puede hidrolizar el acido hiptrico, dicha enzima esta contenida en las
estrepto-beta-lisinas. Esta enzima actia sobre el hipurato de sodio produciendo
benzoato de sodio y glicina, los cuales pueden detectarse con cloruro férrico y ninhidrina,
respectivamente. Ei cloruro férrico precipita ias proteinas, el hipurato y el benzoeato, sin
embargo, las proteinas y el hipurato son mas solubles que el benzoato en un exceso de
cloruro férico. Asf la presencia de un precipitado color café en un medio liquido con
hipurato después de agregar cloruro férrico en exceso indica la presencia de benzoato y
una reaccion positiva para la hidrélisis del hipurato. Por ofro {ado la ninhidrina es un
fuerte agente oxidante que desamina los grupos alfa-amino con liberacién de NHz y COz.
£l amoniace liberado reacciona con la ninhidrina residual .y produce un color plrpura,
que nos indica reaccién positiva 2%

Prueba de CAMP

La actividad hemolitica de la betalisina estafilococica sobre los eritrocitos es
incrementada por un factor extraceiular producido por los estreptococos del grupo B,
denominado factor de CAMP. Por fo tanto, ja acentuacién de la reaccion beta-hemolitica
ocurre cuando los dos reactivos se superponen en una placa de agar-sangre de carnero.
23,26, 10

Pruyeba de bilis-esculina

Esta prueba se basa en la capacidad de ciertas bacterias, en particular los
estreptococos del grupo D, de hidrolizar la esculina en presencia de 1-4% de safes
biliares {equivalente a 10-40% de bilis} Las bacterias capaces de crecer en bilis y
también de hidrolizar la esculina producen glucosa y esculetina de aglucona (7,7
dihidroxicumarina) en un medio apropiado. La esculetina reacciona con las sales de

hierro y forma un complejo marrén oscuro o negro, que resulta en un ennegracimiento
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difuso del medio de bilis-esculina, que contienen citrato férrico como fuente de iones
férricos. =%

Capacidad para desarrollar en presencia de 6,5% de NaCl

Esta prueba se realiza come complemento de la anterior, para diferenciar S.
faecalis y a otras especies haldfilas, de E. bovis y algunas otras que desarrollan en
presencia de altas concentraciones de NaCi, *

Prueba de susceptibilidad a la optoguina

El clorhidrato de etilhidroxicupreina (optogquina), un derivado de la quinina, inhibe
selectivamente el crecimiento de S. pneumoniae en concentraciones muy bajas (5 wg/ml
o menos). La optoquina puede inhibir otros estreptococos alfa-hemoliticos, pero solo con
concentraciones mayores, =

La optequina es soluble en agua y difunde con répidez en el medio de agar. Por
lo tanto, los discos de papel de filtro impregnados con optoquina pueden colocarse
directamente sobre la superficie de agar al realizar la prueba. Las células de S
pneumoniae alrededor del disco son lisadas debido a cambfos en ia tension superficial, y
se produce una zona de inhibicion del crecimiento. >

Utilizacién de carbohidratos

Es &l mismo fundamento que el indicado para el género Staphylococcus. “

Reaccidn con antisueros.

La técnica a seguir depende del tipo de Kit con el que se cuente, pero el principio
de la prueba es igual para todos. Para este estudio se utilizara el Kit Pastorex STREP de
SANOE!. La reaccidn con antisueros es una prueba de aglutinacidn répida y sensible de
tos estreptococos P- hemotiticos pertenecientas a los principales grupas de Lancefield.
Consta de suspensiones de latex que permiten identificar los grupos A, B, C, D, Fy G
La identificacion de los estreptococos - hemoliticos en base a polisacaridos especificos
de grupe, requiere previamente la extraccién de estos antigenos, a partir de las colonias
aisladas en primocultivo en agar-sangre. El sistema Pastorex STREP realiza ésta
extraccion en 15 minutos a temperatura ambiente o en 10 minutos a 37°C con una
enzima activa que lisa las paredes celulares y permite la disolucién del polidsido C. En
presencia del antigeno, las particulas de latex cubiertas de anticuerpos homdlogos se
aglutinan muy rapidaments, indicando reaccion positiva y por ende se identifica el grupo

de Lancefield al que pertenece el microorganismo en estudio ™
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1.7.3 Micrococcus

En un principio los Micrococcus fueron considerados, dentro del grupo de los
estafilococos,* pero estudios recientes, basados en el anglisis de la péred celular y
genéticos sugieren que estan mas cerca de bacterias corineformes, encontradas
principalmente en el suelo. Se han descrito nueve espacies de MIcrococos: M. luteus, M
Iylae, M. nishinomiyaensis, M. sedentarius, M hialobius, M. vanians, M. roseus, M. agilis, y
M. kristinae. Como algunos de los nombres lo sugieren, algunas especies forman
pigmentos durante el crecimiento; amarillo (M. luteus), o rojo (M. roseus). A menos que
sean recuperados de infecciones importantes, rara vez es necesario identificar a los
micrococos a nivel de especie. 2 "7

Este grupo de microorganismos pueden colonizar la pief y las mucosas de
humanos, pero rara vez se asocian a infecciones. Se han encantrado en abcesos de
tejidos blandos, septicemia, endocarditis y meningitis. Como habitat natural primaric se
encuentran en ia piel de mamifercs y como habitat secundario en cames o productos
lacteos, y fambién en aceites, agua, aire y polvo; son organismos generalmerite
sapréfitos, 7

Caracteristicas microscipicas

Son cocos gram positivos, de 0.5-2.0 p de didmetro, pueden estar aislados, en
pares, o en forma irregular como tetradas, no méviles, no capsulados y no forman
esporas.’" %

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias que forman son usualmente circulares, convexas, y lisas, y
dependiendo de {a especie presentan pigmentos caroiencides, gque van desde el amarilio
hasta el rojo. '™

Caracteristicas biogulmicas

Su metabolismo es estrictamente respiratorio, aerobios. Son catalasa positiva,
oxidafivos y/o fermentadores. Son susceptibles.a la bacitracina, pero resistentes a la
furazolidona. Metabolizan la glucosa por la via de la hexosa monofosfato, pero no
producen gas. Producen acido a partir de una gran variedad de carbohidratos (utilizan
los azticares oxidativamente o no los utilizan en absoluto), esto varia dependiendo de la
especie, no coagulan plasma y no fermentan glucosa. Todas las especies crecen en

presencia de 5% de NaCl. E! % de G + C en el DNA es de 66-75 moles. 7.3

70



En lo referente a la composicion de su pared celular, se han encontrado seis tipos
diferentes de pepfidoglicano en las diferentes especies que conforman este género: y el
4cido teicoico estd ausente. 7

Condiciones de crecimiento

Crecen en un rango de 25 - 30°C. Sus requerimientos nutricionales son variables,
sin embargo no requieren de componentes complejos para su crecimiento. Todos las
especies crecen en presencia de 5% de NaCl, y solo algunas en 10 0 15%. 7

Culfivo y aislamiento i

Generaimente crecen satisfactoriamente en medios minimos como agar nutritivo,
de igual manera crecen en medios enriquecidos como agar sangre. En caso de que
requieran de ciertos factores de crecimiento es necesario adicionar éstos al medio de
cultivo a utilizar. En el caso de contaminacién con ofro grupo de microorganismo se
pueden emplear medios ricos en cloruro de sodio y aplicar una adecuada técnica de
estria de aislamiento, para poder aislar satisfactoriamente la colonia que nos interesa. e
ag

Coleccicn, transporte y almacenaje

Pueden ser almacenados en tubos con agar inclinado y tapén de rosca y
cclocados en el refrigerador a 5°C, asi pueden durar de 3 a 5 meses. También pueden
almacenarse en medios solidos, a los que se le adiciona aceite mineral, asf duran de 1 a

2 afos y liofilizados por cerca de 5 afios o mas.

Dado que las distintas especies que conforman este género presentan similitudes
en sus caracteristicas morfoldgicas y habitat, en seguida se muestra una tabia
comparativa de pruebas bioquimicas que facilitan la diferenciacion y por ende

identificacién de dichas especies.
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Tabla 9

Pruebas bioquimicas de identificacién para el género Micrococcls
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+ |+
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Fosfatasa

Hemdlisis - - - . - - Z N

1

1

+

+
[

'
1= 8
t
[

Reduccién
de nitratos

Crecimiento + * + + . &+ -
a37°C

Crecimiento + + + + - + -
en AN con
7.5% de
NaCi

Crecimiento + - - - - - _ . ND
an agar
nitrégeno
inorganico

Crecimiento - - + - - - - - _
en agar
Citrato de
Simmons

Movilidad - - - - + - N z

Simbolos A, amarillo; CB, crema-blanco. RP, rojo pastel; RN, rojp-naranja; R, rojo; NP, naranja-palido; N, naranja, AM,
amarillo-mantequifa; N, no pigmentado, +, reaccién positiva, -, reaccidn hegativa; d, ocurre ocasionalmente; ND, no determinade,
AN, agar nutritive.

* Se incluye como prueba con el nombre de pigmenta, sin ser propiamente una prueba, ya que solo indica ¢l color del pigmento.
Fuente: Bergey's Manual of Sistematic Bacteriology, . ed.

Pruebas bioquimicas
A este género se le practica principaimente la prueba de utllizacion de
carbohidratos ( cince carbohidratos), cuyo fundamento ya fue descrite.
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1.7.4 Leuconostoc

El grupo de microorganismos pertenecientes al género Leuconostoc, presenta una
elevada importancia industrial, debido a su produccion de dextranas. Las dextranas son
polimeros de elevado peso molecular, con tamafio molecular, viscosidad y solubilidad
variable. Ademas de que son ejemplos tipicos de polisacaridos extracelulares producidos
por bacterias. La importancia industrial de dichos compuestos radica en el gran potencial
de usoc en preservacion de comidas, manufactura de lablales y otros cosméticos, asi
como su aplicacion en el campo de ta medicina: dextranas de elevado pesoc molecular,
cerca de 75000, son empleadas como sustitutos de plasma, y las dextranas con peso
molecular cercano a 8000 se usan como anticoagulantes, después de ia previa
conversion a sulfato dextranas.

En lo referente a la virulencia de este género, no se ha encontrado que sea
patégeno a humanos, ni a plantas, ni a animales.

Las especies de este género se encuentran en plantas, leche, queso, y vinos. v

Caracteristicas microscopicas

Son microorganismos gram-positivos, esféricos, agrupados en pares o én
cadenas no mdviles, y no forman esporas. v

Caracteristicas macroscépicas

Las colonias que forman en medios sélidos son pequefias generalmente menor a
1 mm de didmetro, lisas y de color blanco grisaceo.

Caracteristicas bioquimicas

Anaerobios facuitativos, Catalasa negativos. Mo hidrolizan la arginina, y son no
proteoliticos. No reducen nitratos ni producen indol. No hemoliticos.
La composicion de su pared celular es de peptidoglucano, con alanina, serina, ¥ lisina. El
% mol de G + C en el DNA es de 38 a 44.

Condiciones de crecimiento

Crecen en un rango de temperatura de 20 a 30°C. Requieren de medios
enriquecidos con factores de crecimientc como aminoacidos. Todas las especies
requieren de acido nicotinico + tiamina + biotina y otros de 4cido pantoteico o derivados

de éste. Algunos ofros culfives requieren de cobalamina o acido p-aminobenzoico.
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Cultivo y aislamiento

Crecen satisfactoriamente en agar nutrtivo, aungue para lograr un mejor
aislamiento se puede emplear el medio de agar nutritvo + 10% de glucosa, que ademas
pone de manifiesto su capacidad de formacion de dextranas. También se pueden
empiear medios adicionados con un factor de crecimiento especifico para este género

Coleccion, ransporte y almacenaje

Todas las especies pueden ser preservadas por liofilizacién en suero de cabatlo +
7.5% de gtucosa. Las especies no acidofilicas pueden ser almacenadas de 3 a 4 meses
en lache litmus + 0.3% de levadura + 1% de glucesa y 1% de Ca;COs. Previo al
almacenaje es necesario incubar los cultivos de 18 a 24 o 48 h. a 30°C. L. oenos puede
ser almacenado en tubos con agar jugo de tomate. v

Debido a que las caracteristicas morfolégicas entre cada especie no difieren de
fas mencionadas anteriormente, su diferenciacion se basara en los siguientes cuadros
comparativos, que agrupan una gran cantidad de pruebhas bioquimicas que facilitan el

proceso de identificacion de cada una de las especies, pertenecientes a este género

Tabla 10
Caracteristicas bioguimicas diferenciales de las especies del Género Leuconostoc

Formagion de dcido
apartir de .

Arabinosa +
Celulosa d
Fructosa +
Sacarosa +
T
d

'
al+|+i+[d|e
1

+io|a

+ [+

'
+

Trealosa
Hidralisis de
esculina
Formacién  de + + - - - B
dextrana
Crecimiento  a - - - d -
pHde 48
Requerim:enios - - - - - d
de TJF
Crecimiento  en - - - - -
10% de etanol
Presencia de + + + + + -
NAD-
dependiente de
5-6-POH
Simbolos: TJF : glucopantotenato { factor jugo de tormate); +, reaccibn poskiva, -, reaccidn negativa,, d, ocurme ocasonaimente,
{ ), reaccdn retardada. Fuente” Bergey's Manual of Bacteriology, 9* ed

v
+
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Pruebas bioguimicas

Las pruebas bioquimicas primordiales de este género son:

Utllizacién de carbohidratos, cuyo principio ya ha sido descrito.

Formacidn de dextranas

Las dextranas son estructuras constituidas por cinco unidades de glucosa
{pentagluco-piranosa), una cadena lateral y cuatro en lineal. No se sabe exactamente
cual es el mecanismo de la produccion de dextrana a partir de sacarosa, pero se ha
sugerido que ocurre una sustitucidon glucosidica 1,6 en la unidn glucosa-fructosa de la
sacarosa. Desde luego se trata de una polimerizacién de la sacarosa a dextrana por Ja
enzima dextrano-sacarosa. Dicha accion enzimdtica ocurre cuando el microorganismo
que posea dicha enzima se encuenfra en un medio de cultivo que contiene 10% de
sacarosa. La deteccion de dextranas se realiza al observar un crecimiento viscoso det

microorganismo sobre la superficie del agar. *

CH,OH CH,OH
— CH ™ CH Dextransucrasa {(dextrana-sacarasa)
L(CHOH)s O_\SCHOH)Z —
CH—0—°C
CH,OH
Sacarosa
HOCH; CH, CH» CH:CH
—CH cH  /cH s [CH
@_CCHOH)a ,0 (CH J# O (CHOH);’O + (E(CCHOH)Z
n -
CH,OH
Dextrana
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2 PARTE EXPERIMENTAL

Material

2.1.1 Matenal de laboratorio

Material de vidrio (Pyrex)

Agujas para traguea (Hipodermex)

Ampolletas {vidtio Duran, tubo de 8 mm de didmetro externo con 1 mm de pared)
Cajas Petri de vicjrio (Pyrex)

Desecador (Pyrex)

Etiquetas (TESA No. 6 13 19 y No. 6 00 09)

Frasco ambar de 500 mil (KIMAX)

Frascos para liofilizadora de 250 ml (LABCONCQO y Pyrex)
Papel filtro Whatman No. 2

Polipapel (Bago Bag S.A. de C.V.)

Termémetro (Brannan)

Viales de baguelita con tapon de rosa (El Crisol)

2.1.2 Eguipo

Arafa o Multiconector para sellade (Equipo disefiado)

Autoclave vertical blanca (Aparatos Cientificos)

Balanza analitica (Analytical Plus OHAUS)

Balanza digital {Portable Advanced OHAUS)

Bomba de vacio (Feli-Welch Mod. FE 1402)

Campanas de Flujo laminar (VECO)

Centrifuga (SOL-BAT Mod. J-12}

Computadora (Digital Venturis 466)

Congelador (REVCO}

Discos de Bacitracina (9.94 U) (Tipibact A. Sanofi Diagnostics Pasteur)
Discos de QOptoquina (Clorure de efilhidrocupreina 5 meg.) (Tipibact PN. Sanofi
Diagnostics Pasteur)

Discos de Novobiocina (5 meg) (Tipibact Sanofi Diagnostics Pasteur)
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Equipo para hielo (Comelius Commercial ice System)

Horne de microondas {(PANASCONIC)

Horno (Robertshaw Confrols Company)

Impresora {Hewlett Packard Laser Jef 4L)

Incubadora de 37°C (RIOSSA)

Incubadora de 28°C (RIOSSA)

Kit de antisueros (Pastorex, Strep. Sanofi Diagnostics Pasteur)
Lampara de luz UV (Conductores eléctricos RONAHE)
Liofilizadora (LABCONCO Freeze - Dryer 3)

Microscopio Zeiss (Industrias Carl Zeiss S.A. de C.V.)

Parrillas con calor y agitacion (NUOVA If) .

Potencidmetro digital portatil (Conductronic S.A Mod. 10)
Refrigerador (AMERICAN)

Soplete (AGA)

Tanque de oxigeno (AGA)

Vortex (Super-Mixer, Qat. No 1280. Lab-Line Instruments, Inc.)

77



2.1.3  Matenral Bioldgico
Cepas empleadas

S. aureus 15 Cepario. Facultad de Quimica
S. aureus 2 INER

S. aureus 1 INNSZ

S. auriculans 2 INP

S. epidermidis 5 Cepario. Facuitad de Quimica
S. epidermidis 2 INER

8. hominis 3 INP

S. lugdunensis 1 INP

S. saprophyticus i INP

S. agalactiae 5 Cepario. Facultad de Quimica
S. agalactiae 5 INNSZ

S. cremoris 2 Cepario. Facultad de Quimica
S. durans 1 Cepario. Facultad de Quimica
S. equi 1 Cepario. Facultad de Quimica
S. faecalis 5 Cepario. Facultad de Quimica
S. faecium 1 Cepario. Facultad de Quimica
S. laclis 1 Cepario. Facultad de Quimica
S. pneumoniae 1 Cepario. Facultad de Quimica
S. pneumoniae 1 INNSZ

S. pyogenes 3 Cepario. Facultad de Quimica
S. pyegenes 3 INNSZ

S. gpo. viridans 2 Cepario. Facultad de Quimica
Micrococcus sp. 4 Cepario. Facultad de Quimica
Leuconostoc sp. 5 Cepario, Facuitad de Quimica
TOTAL DE CEPAS 72

Abreviaturas:

INER - Instituto Nacional de Enfermedades Respiratonas
INP  Instituto Nacionat de Pediatria
INNSZ  [nstituto Nacional de Nutricién “Salvador Zubiran

2.1.4 Medios de Cultive

. Arginina caldo de (BIOXON)

. Bilis-esculina agar (BIOXON)

. Carbohidratos medio base para (BIOXON)
. DNasa agar {(MERCK)

. Infusién cerebro corazdn agar (BIOXON)

;Mo bW N S

. Infusién cerebro corazon caldo (BIOXON)
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7. MIO (BIOXON)

B. Nutritivo agar {(BIOXON)

9 Nutritivo caldo (MERCK)

10.Rojo de Fenol y Dextrosa caldo (BIOXON)
11.Rojo de Fenol y Lactosa calde {BIOXON)
12.8angre base de agar (BIOXON})

2.1.5 Reactivos

Aceite de inmersion (Quimica Industrial Carmo)
Aceite mineral {Quimica Industrial Carmo}
Acetona (MERCK)
Acido acético (J.T. Baker)
Acido clorhidrico (MERCK)
Acido sulfanilico {(J.T. Baker)
Agua destilada (Facultad de Quimica)
Alcohol - etilico (MERCK)
Alfa naftilamina (MERCK)
Alfa naftol (SIGMA)
{L) Arginina (DIFCQO)
Azul de toluidina (MERCK}
Clorure de calcio granuiado (MERCK)
Cloruro de sodio (J.T Baker)
Cloruro férrico (Quimica Barsa)
Cristal vioieta (MERCK)
Dextrosa anhidra {Quimica Industrial Carmo)
Diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina (SIGMA)
Extracto de levadura (BIOXON)
Fenol (J.T. Baker)
Fosfato de potasio monobasico (J.T. Baker)
Hidréxido de potasio (MERCK)
Hipurato de sodio (SIGMA}
Lactosa (SIGMA)
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2.2.1

Leche descremada (DIFCO)

Maltosa Monohidratada (MERCK)
{DIManosa (SIGMA)

Manitol (BIFCO}

Neopeptona (BIOXON)

Nitrato de potasio (Técnica Quimica S.A))

Oxalato de amonio (Productos Quimicos Monterrey S.A.)

Peptona de caseina (BIOXON)

Peréxido de hidrogeno {Laboratorios AZTECA)
Plasma humano (Proporcionado por el INNSZ)
Parpura de bromocresol (MERCK)

Rojo de fenol (MERCK)

Sacarosa {(J.T. Baker)

Safranina (MERCK)

Silica gel con indicador de humedad (MERCK)
Trealosa (MERCK)

Urea (MERCK)

Yado {Quimica Barsa)

Yoduro de potasio {J.T. Baker)

Métodos

La parte experimental consistio de cinco etapas.

1. Reactivacién de cepas.

. Comprobacién de pureza y viabilidad
identificacion y certificacién.

. Preservacion.

. Control de Calidad.

m A W N

Reactivacion de cepas. (Liofilizados almacenados en ampolletas}
2911 Se hidratd cada una de las ampolietas de las cepas pertenectentes a los
géneros: Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus y Leuconostoc presentes
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on la Colacciéon de Bacterias del Cepario de la Facultad de Quimica, como sé

indica a continuacion:

a) Se marco el perimetro de la ampolleta a la mitad del tapén de algoddn, con un
esmeril.

b) Se sumergié la ampoileta en solucion de fenol al 5% durante 30 min. como
minimo, para eliminar microorganisﬁos contaminantes presentes en la
superficie de la ampolleta. Tamblén se sumergi6é una pinza de diseccién, para
con ella tomar la ampolleta.

c) Se sacé la ampolleta del fenol cor; {as pinzas y se colocd entre una compresa
de gasa y algoddn estéril, cuidando de no tocar la compresa por la parte que
estaria en contacto con la ampolleta.

d) Se ejercid presion con los dedos sobre la parte marcada en fa ampolleta
envuelta en la compresa y asi se rompid.

8} Con una pipeta Pasteur estéril se adicionaron 0.3 mi de caldo a la ampolleta,
previo flameo de ia abertura de la ampolleta.

f) Se agité (con movimientos ascendentes y descendentes) con la pipeta Pasteur
hasta homogeneizar la suspension celular,

g) Se transfirié toda la suspension a un tubo con el mismo medio de cultivo

h) Se incubd el medio inoculado con el liofilizado, de 24 a 48 h., a la temperatura
optima de desarrollo dal microorganismo.

Nota: Todo el procedimiento anterior se realizé bajo condiciones de esterilidad en

una campana de flujo laminar.

2.2.1.2 Se esterilizaron en autoclave los restos de la ampolleta y compresa y se

desinfectaron las pipetas en fenol al 5% (o alcohol al 70%) antes de lavarlas.

Una vexz hidratados Ios cultivos se sometieron a las siguientes pruebas.

Comprobacién de pureza y viabilidad

2.2.2.1 Después del periodo de incubacion de los cultivos hidratados se
sembraron por estrias de separacién en placas de-agar (agar sangre para
Staphylococcus y Streptococcus, agar nutritive para Micrococcus y Leuconostoc),

sembrando una placa por microorganismo.
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299 2 Se incubd a una temperatura de 35°C**, de 24 a48 h.'

22913 Se verifico si habia crecimiento o no, para determinar la viabilidad del
cultivo, ademds se determing si estaba puro o contaminado, al observar para el
primer caso un solo fipe de colonias, y para el segundo diferentes.

2224 Una vez verificado que no existia contaminacion y que se habia logrado
un aislamiento adecuado de colonias, se tomé un asada de una de las colonias y
se le sometié a tincion de Gram, para con ello completar la determinacion de la
pure'za del cultivo. En los casos en que no se logré el aislamiento, se tomo una
asada a partir del tubo del liofilizado, y se inoculé en un medio selectivo o
enriquecido como agar sangre.

2.2.2.5 Se incubd a 35°C**, de 24 a 48 h.!

2226 Se verifico el crecimiento y morfologia colonial (de acuerdo a la reportada
en la bibliografia), y se sometié a las colonias aisladas a tincion de Gram, para
confirmar pureza.

2227 A las cepas procedentes de las Instituciones, se les realizd tincion de
Gram, asi como métodos de separacion en los casos en que presentaron

contaminacion.

2.2.3 Identficacion y Certificacion
Una vez confirmado la pureza y viabilidad de los cultivos, se realizd su
identificacion para lo cual se tomaron en cuenta las siguientes caracteristicas !
2.2.3.1 Morfologia microscapica
Las caracteristicas microscopicas se determinaron con base en la tincion de Gram
efectuada a los cultivos. Registrandose:
® Formay,
® Agrupacién celular
2.2.3 2 Morfologia macroscopica
Consistié en observar la morfologia colonial, en medio s6lido, tomando en cuenta
los siguientes puntos:
a) Forma. e) Pigmentfo
b) Consistencia f) Olor

' Las temperaturas de incubacién que se uttizaron dependicron del género: para Staphylococcus,
Micrococcus y Streptoceccus a 35°C, y para Leuconostoc a 28°C.
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c) Elevacion g) Opacidad
d} Superficie . h} Produccién de hemdlisis

Para observar éstas caracteristicas se sembrd el microorganismo puro en un

medio enriquecido, como el agar sangre, y se incubd a 35°C™, de 24 0 48 horas.

2.2.3.3 Pruebas bioguimicas

Fueron conformadas por pruebas metabdlicas y produccidén de enzimas intra y

extracelulares como:

A) Prueba de la catalasa

Método del portaobjetos.

Con una piseta se deposité una gota de solucién salina isotonica, (SSH) en el
centro de un portacbjetos

Con el asa bacteriologica (previa esterilizacion) se tomé la muestra del cultivo
de medio sélido, depositandola sobre la gota de SSI.

Se mezcld perfectamente el agua con el microorganismo.

Se adicioné una gota de H,O, al 30% sobre [a mezcla

La inmediata formacién de burbujas bien wisibles (formacidén de Os) o
efervescencia, se considerd prueba positiva; si no habia formacion de burbujas

entonces era prueba negativa,

Las pruebas anteriores se realizaron a todos los cultivos. Aquelios que resultaban

catalasa positivos, se les sometié a las siguientes pruebas:

B) Prueba de ia oxidasa.

Para realizarla se empleo el métado indirecto de Kovacs sobre papel :

»

Se colocd un trozo de 6 cm’ de papel filtro Whatman No. 2 en la base de una
caja de Petri.

Se agrego de 2 a 3 gotas de reactivo {solucion de clorhidrato de N,N-dimetil p-
fenilendiamina al 1% recién preparado) en el centro del papel.

Se hizo un extendido con el asa bacteriologica, de la colonia sospechosa, en el
papet impregnado con reactivo, en ferma horizontal.

lLa reaccion de color positiva se produce en los 5 a 10 seg., posteriores. La

presencia de un color negro purpuren en €l término de 10 seg., en el area
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donde se extendid el microorganismo, se consideré prueba positiva, 1a
reaccién positiva dentro de los 10 a 60 seg.. se consideré un resultado
retardado; y la no produccién de color en el drea al cabo de 80 seg., indico

prueba negativa

C) Utilizacién de glucosa.

Se utilizé como medio base el caldo rojo de fenol al cual se le adicioné glucosa
(gl 1%). Se inocularon 2 tubos por microorganismo a identificar o certificar,
para ello se realizod antes una suspension del microorganismo en 531 (2 mi} a
partr de un cultivo puro de 24 h. y posteriormente con una pipeta Pasteur se
agregaron de 1 a 2 gotas de |a suspension en cada tubo. A continuacioén a uno
de los dos tubos se le agregd de 3 a 4 gotas de aceite mineral.

Se Incubaron a la temperatura dptima de crecimiento del microorganismo, y se
realizé 1a lectura a las 24 h posteriores a la incubacion, observandose si habia
o no cambio de color del indicador del medio.

E! vire de color del indicador a amarillo en ambos tubos indicé la produccion de
acido fermentativamente (anaerébicamente) y el microorganismo era un
estafilococo. Si se produjo acido Umicamente en el tubo sin aceite mineral
{aerdbico) (utilizacion oxidativa de glucosa) o si no hubo cambio en ningun

tubo (no hube utilizacion), el organismo era un micrococo.

A los cultivos que resultaron catalasa negativos, se les separ6 en Leuconostoc si

crecian en agar nutritivo y en Streptococcus si no crecian en dicho medio.

Una vez identificado el género del microorganismo se les sometié a las siguientes

pruebas:

Para el género Staphylocaccus

D) Utilizacién de carbohidratos

Se utilizé como medio base el caldo rojo de fenol al cual se le adiciond el
carbohidrata a estudiar. Se inoculd el medio con el microorganismo a
identificar, para effo se realizd antes una suspension del microorganismo en
SSI (2 ml) a partir de un cultivo puro de 24 h y posteriormente con una pipeta

Pasteur se agregaron de 1 a 2 gotas de la suspensién en cada uno de los
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tubos con el carbohidrato a estudiar. Los carbohidratos empleados fueron:
lactosa, maltosa, manitol, manosa, sacarosa y trealosa.

Se incubd a la temperatura o6ptima de crecimiento del microorganismo, y se
realizd Ia lectura a las 24 h. posteriores a la inoculacién, observandose si habia
o no cambio de color del indicador del medio

E} vire de color del indicador, a amarillo reveld la produccidén de &cido, y por
tanto prueba positiva; por el contrario el vire a rojo indicé alcalinidad y prueba
negativa. Si no habia cambio en el color del indicador del medio comparado

con el testigo, la prueba se consideré también negativa.

E) Prueba de 1a coagutasa

Para realizarla se agregaron 0.5 mi de un caldo de cultive puro de 18-24 h. del
microorganismo a probar en un tubo de ensaye de vidrio de 13X100 mm
estéril, adicionando posteriormente 0.5 ml de plasma humano no diluido y
previamente controlado. Se hizo girar el tubo suavemente para lograr la
suspension del microorganismo. Posteriormente se incub6 a 35°C revisandolo
las 4 primeras horas cada 30 min. Al revisar el tubo no se agitaba ni sacudia,
se inclinaba con cuidado para observar si habia coagulo. Si al cabo de 4 h. no
habia coagulo visible, se dejaba en incubacién hasta el dia siguiente (24 h) y
se volvia a revisar.

Si se habia formado coagulo o filamentos de fibrina definidos, y éstos abarcan
todo el tubo era prueba positiva completa, y si el coagulo no se extendia por
toda la columna del liquido era parcfal, pero fuese cualquiera el grado de
coagulacion se considero prueba positiva.

La ausencia del coagulo, es decir, s la suspensién se habia mantenido

hormogénea {igual que un tubo no inoculado) era prueba negativa.

F} DNAsa
Para esta prueba se utilizd la segunda versién de esta prueba consistente en la

incorporacion de azul de toluidina en el medio, ocasionando que la produccion de

enzimas cambie el color del medio, de azul & rosa.

Para realizarla, el agar de prueba DNAsa con 0.2% de azul de toluidina se
inoculé por estria recta con el microorganismo a probar. Se incubd a 35°C por
24 h. Al cabo de este tiempo se observd si alrededor del indculo existia una
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zona de aclaramiento de color rosa {(halo rosado), o que indicaba prueba

positiva, si no habia aparicién de dicho halo era prueba negativa.

(3) Reaccion de la ureasa

Para realizarla se inoculd el tubo con caldo de urea, a partir de’un cultivo puro
de 18 a 24 h , del microorganismo a probar. Se depositaron de 1 a 2 gotas del
cultive con una pipeta Pasteur estéril, agitando suavemente para lograr la
suspensién de bacterias, se incubé a 35°C por 24 h, al cabo de este tiempo se
o'bservé el tubo. .

La aparicion de un color rojo rosado intenso en todo el caldo era reaccion

positiva, s1 no se producia cambio de color se considero reaccién negativa.

H) Reduccion de nitrates

Se inocculd el tubo con caldo nitratos con el microorganismo a probar a partir de
un cultivo liguido puro de 18-24 h., agitando suavemente, se incubd a 35°C por
24 h.. Al cabo de este tiempo se agregé de 2 a 3 gotas de Reactivo 1 {(acido
sulfanilico + &cido acético), agitando suavemente, después se agregaron de 2
a 3 gotas de Reactivo 2 (alfa-naftilamina + acido acético), se agitd.

La aparicién de un color rojo intenso dentro de los 30 seg. posteriores, indicé
reaccién positiva, y con ello la presencia de nitritos, la ausencia de dicho color
indicé prueba negativa. Un resultado negativo fue confirmado por la adicién de
una pizca (aproximadamente 20 mg) de polvo de zinc (Zn} al tubo, verificando
que el polvo de Zn estuviera exento de nitratos o nitritos. El desarrollo de un
color rojo indicd la presencia de nitratos y por lo tanto que no se realizé la

reduccion.

) Ornitina y Arginina decarboxilasas

Se inoculé el medio de caldo arginina a partir de un cultive puro de 18 a 24 h.,
agitando suavemente, posteriormente ‘se cubrid el tubo con 3 o 5 gotas de
aceite mineral estéril: en estas condiciones el O, del medio es consumido por
el microorganismo y esto controla el pH. Se Incubd a 35°C por 24 h.

Para la ommitina, se inoculd el medio MIO a partir de un cultivo puro de 18 a 24
h. mediante la técnica de picadura. Posteriormente se adiciono de 2 a 4 gotas
de aceite mineral estéril. Se incubd a 35°C por 24h.

En ambas pruebas la aparicion de un color purpdreo turbic a purpureo
amarillento apagado (producido por la cadaverina) se consideré reaccién
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positiva, mientras que la aparicion de un color amarillo claro y brillante fue
reaccién negativa.

J} Voges Proskauer

* Se realizé inoculando el tubo con caldo VP a partir de un cultive puro de 18 a
24 h., se incubd a 35°C por 24 h.. Al cabo de este tiempo se adicionaron 3
gotas de solucién de alfa naftol al 5%, agitando suavemente. A continuacién
se adiciond 1 gota de solucidn de KOH al 40%. Se agité nuevamente el tubo

_ para exponer €l medio al oxigeno atmosférico a fin de oxidar la acetoina y
obtener una reaccidén de color. Se dejé reposar el tubo por lo menos durante
10 0 15 min. antes de intentar {a interpretacion del color.

« La presencia de un anillo color rojo rosado (presencia de acetoina) en la
superficie del medio indico reaccién positiva; la aparicién de un color amarillo
{el mismo color del reactivo) o cobrizo (resultante de la mezcla de reactivos) en
la superficie del medio fue reaccidén negativa.

K) Produccion de hemolisinas

« Se sembrd [a cepa en estudio en una placa de agar sangre de carnero, y se
incubd de 18 a 24 h.. Transcurrido dicho tiempo, se observd si alrededor de las
colonias existia zona de hemdlisis, esto es si se observaba una zona de
aclaramiento. Para los casos en que se detecté dicha hemdlisis la prueba se
considerd positiva, aunque cabe sefialar que algunas presentaron la
produccién de beta-hemolisina, la cual se detecté al observar zona de
hemédlisis alrededor de la colonia desde la superficie del agar hasta la base de
la placa.

L) Resistencia a la novoblocina

« A partir de un cultivo puro de 18 a 24 h. se sembré masivamente el
microorganismo a probar en un placa de agar sangre. Posteriormente se
deposité un disco impregnado con novobiocina en una concentracion de S
microgramos, con la ayuda de unas pinzas Millipore. Se incubd a 35°C por 24
h. '

« La aparicion de un halo de inhibicidn menor o igual a 16 mm de diametro indico
que el microorganismo era resistente a la novobiocing, un halo de diametro

mayer al mencicnado indicé sensibilidad al antibidtico.
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LL) Tamaiio de colonia

Esta determinacién no es propiamente una prueba bioguimica, sin embargo,

especiaimente en éste género adquiere una gran importancia dado que ayuda a

la identificacion de especies, por ello se incluye.

L]

En una placa de agar sangre donde fue sembrado el microorganisme en
estudio, después de un periodo de 48 h. se midio el diametro de una de las
colonias corn una regia.

Si el diametro resultante era igual ¢ mayor a 6 mm. se considerd prueba
positiva, y si al diametro era inferior al antes mencionado, se considerd prueba

negativa.

Para el género Streptococcus

M) Patrdn de hemolisis
Mas que prueba bioguimica, es una forma de identificar el patrén de hemdlisis

que produce la cepa en estudio, y asi de acuerdo al patrén se pueden determinar

las pruebas bioguimicas a aplicar a dicha cepa, ahorrandose con ello tiempe v

reactivos.

Para su realizacién se requirid sembrar mediante la técnica de aistamiento ta
cepa en estudio en una placa de agar sangre de carnero e incubarla a 35°C de
18 a 24 horas, después de este tiempo se realizo la lectura del patron de
hemdlisis, tomando en cuenta la clasificacion de Brown, mencionada con
anterioridad en la seccion de microorganismos empleados. Una vez
determinado el patrén de hemolisis de la cepa en estudio, se consulté las tabla
3 y 4 de la parte de Generalidades, que indican a que grupo de Lancefield
corresponden segun el tipe de hemdlisis que presentan, asi como las pruebas

bioquimicas que se les deben practicar.

N) Sensibilidad a la bacitracina (0.04 U)

« Para realizarla, fue necesario obtener un cultivo puro de 24 h en caldo BHI del

estreptococo probiema, a partir del cual se sembro masivamente con un asa
bacterioldgica toda la superficie de una placa de agar sangre de carnero, sobre
fa cual posteriormente se coloco, en condiciones asépticas, un disco que

contenia 0.04 U de bacitracina. Se incubd a 35°C por 24 horas
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» Una vez terminado ef tiempo de incubacién, se procedid a realizar fa lectura; la
prueba se considerd positiva si alrededor del disco se observd un halo de
inhibicién de, por lo menos, 10 mm de didmetro, si la dimensién del didmetro
era inferior al indicado, o simplemeﬁte no existia, fue considerado como
prueba negativa.

0) Prueba de hidrélisis del hipurato

« Se inoculd un tubo con medio de hipurato de sodio + caldo BHI (con un
concentracién final del 1%), con el microorganismo en estudio. Se incubd a
35°C por 24 h Posteriormente se centrifugé el medio para compactar las
células y se tomd una alicuota de 0.8 ml del sobrenadante, depositandola en
un tubo de ensaye de 13X100 mm estéril. A continuacion se agregaron 0.2 ml
de reactivo de cloruro férrico al tubo y se mezcld bien.

« Si después de adicionar el reactive, se formaba un precipitado denso de color
café pardo, y éste desaparecia dentro de los 10 min. siguientes las reaccion se
considerd no especifica, ya que tales ;esultados se debian a una interaccion
del cloruro férrico con el hipurato no hidrolizado o con las proteinas del medio.
Si el precipitado persistia después de 10 minutos, se habia formado benzoato
de sodio, lo que indicaba hidsolisis y un resultado positivo, de lo contrario se
considerd un resultado negative

P} Prueba de CAMP

« Se sembrd en agar sangre de carnero una estria recta de una cepa de S.
aureus (productora de beta-lisinas) y, previa esterilizacion del asa, se tomo una
asada del estreptococo problema, para trazar estrias rectas perpendiculares a
la de S. aureus, iniciando aproximadamente a 0.5 cm de esta Ultima. La placa
seincubé de 18 a 24 h., a 37°C. ]

« La prueba se considerd positiva si en la zona en ia que convergen las dos
hemolisinas (el factor de CAMP y |a beta-lisina estafilocoecica), se observaba
una hemélisis mas evidente, en forma de punta de flecha, la cual apunta hacia
la estria de S. aureus. )

Q) Prueba de bilis - esculina

» Se tomd una asada de un cultivo puro de 18 a 24 h. y se inoculd la superficie
det agar bilis-esculina, mediante un estria en forma de S. Se incubd a 35°C de
18 a 24 h.

89



« La prueba se consideré positiva cuando se observé el ennegrecimiento (color
negro} difusc en el agar inclinado, de lo contrario, se considerd prueba
negativa

R} Capacidad para desarrollar en presencia de 6.5% de NaCl

» Las colonias bilis-esculina positive se resembraron en una placa con agar BHI
+6.5% de NaCl, Se incubé a 35°C de 24 0 48 h.

+ la lectura se efectuo después del periodo de incubacion, considerando la
prueba como positiva cuando la cepa lograba manifestar un evidente
crecimiento en esta Ultima placa. En caso de que no se apreciara crecimiento
alguno en la placa, se considerd prueba negativa.

S) Prueba de susceptibilidad a la opteguina

« Se sembréd masivamente un area de 3 cm de diametro en un placa de agar-
sangre de carnero, a partir de un cultivo puro de 18 a 24 h.. A continuacién se
coloco el disco de optoquina en el tercio superior del area sembrada. Se
presiond suavemente el disco, para que se adhiriera a la superficie del agar
Se invirtio la placa e incubd a 35°C de 18 a 24 h.

« Una vez terminado el tiempo de incubacidn, se realizé la lectura de la siguiente
manera, si s observaba una zona de inhibicic‘m de 14 mm o mas alrededor del
disco de optogquina con diametro de 8 mm o una de 16 mm o mas si se utiliza
un disco con didmetro de 10 mm., se considerd prueba positiva, si no se
abservaba halo alguno, o éste era inferior al establecido, se considerd prueba
negativa.

T} Reaccién con antisueros

« Este tipo de reacciones consistieron en hacer reaccionar fos anticuerpos anti-
carbohidrato “C” presentes en los diversos sueros, con el antigeno (si es que
este se encontraba), el cual consistié en células completas del estreptococo
problema Para ello se utilizé un cultive liquido puro de 24 h, o bien, una asada
de fa colonia, resuspendida en 03 ml del buffer que trae el Kit a utilizar
(solucién de enzima de extraccién). Se dejo incubar a 35°C por 30 min..
Transcurrido este tiempo se depositaron 5 gotas de la suspension problema,
una en cada uno de los circulos de la tarjeta de aglutinacién, posteriormente, a
un lado de cada gota de suspension se depositd una gota de suero anti-A, al
lado de la segunda una gota de anti-B y asi sucesivamente. Las gotas se
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homogeneizan con la ayuda de un bastencillo {uno diferente para cada una de
las 5 suspensiones).

Agitar |a tarjeta de aglutinacién con un movimiento orbital, durante un minuto
COMo Maximo.

La aparicion de grumos de color rojo (aglutinacion de particulas de latex)
suspendidos en un fondo de color verde en los siguientes 60 seg. indicd
prueba positiva. La positividad debié aparecer en solo una de las 5 gotas gue
se depositaron en la placa, los mencionados grumos indicaren homologia entre
el suerc empleado y la suspension. El grado de aglutinacién dependia del
tamafo del indculo, del tiempo de incubacién, del tamafio de la gota
depositada del suero y del problema y de otros factores. Ademas se corrieron

un controf positivo y uno negativo, como control de calidad de la pruebha.

Para este género también se realizaron las pruebas de utilizacion de

carbohidratos y arginina descarboxilasa, de igual manera, que para el género

Staphylococcus.

Para el género Micrococcus

A los microorganismos pertenecientes a éste género se les practicd la prueba de

utilizacién de carbohidratos. Los carbohidrato empleado fue: xilosa. También se realizé la

prueba de arginina descarboxilasa, reduccidn de nitratos, y ureasa.

Para el género Leuconastoc

Se realizé la prueba de wiilizacion de carbohidratos de manera analoga a la

mencionada anteriormente. Los carbohidratos utilizados fueron: arabinosa, rafinosa,

manitol, maltosa, sacarosa, y trehalosa.

U} Formacion de dextranas

Se inoculd por estria en forma de 8 un cuadrante de una placa de agar
nutritvo + 10% de sacarosa, partiendo de un culti\.;o puro de 18 a 24 h.. Se
incubd a 28°C de 24a 48 h.

Al término de dicho tiempo se observé si hubo formacion de dextranas, las

cuales se identifican por la presencia de un crecimiento viscoso.
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V) Crecimiento en AN + 3% de NaCl.

» En la superficie de una placa de agar nutritivo + 3% de NaCl, se sembrd
mediante la técnica de aislamiento el microorganismo en estudio.

« Seincubd a28°C de 24 a48h.. '

« Se considerd prueba positiva, si después del periodo de incubacion se
apreciaba crecimiento scbre la superficie de la placa inoculada, de lo contrario
s€ registré como prueba negativa,

Mediante el conjunto de pruebas bioquimicas praciicadas a cada una de las

cepas, se determiné [a estabilidad de sus caracteristicas.

Uniendo los resultados de las pruebas de pureza, viabilidad v estabilidad,
practicados a las cepas procedentes del Cepario de la Facultad de Quimica se realizo el
proceso de certificacion, mientras que los resultados de las pruebas aplicadas a cepas
protedentes de otras instituciones conforman el proceso de identificacion. Cabe sefialar
que [os resultados de las pruebas bioguimicas practicadas a cada cepa. ya fuera para

identificacion o certificacion se iban recopilando en la ficha de registro correspondiente

22.4 Preservacion
Para ello se empled el método de secado en discos de agar y el de liofilizacion,
empleando este Gitimo como método estandar de oro.
2.2.4.1 Secado en discos de agar
Para describir mejor el proceso de secado se dvidio en 10 etapas.
1) Preparacion de material
+ Se cortaron circulos de polipapel, del tamafio del diametro de la base de las
cajas petri de vidrio a utilizar, dejando una pestafia de 0.5 cm., cuidando de no
marcar el polipapel con plumén o pluma, preferentemente con lapiz, y de no
romperio. Se adhirié el polipapel a la base, colocando previamente unas gotas
de agua, para facilitar Ja adherencia y se extendié perfectamente, de tal
manera que no guedaran bordes, sinc una superficie lo mas lisa y plana
posible. La caja de Petri se tapé y envolvié con papel para esterilizar.
Posteriormente se esterilizo en autoclave a 121°C, 15 b de presion, por 15

min. Se prepard una caja por cada cepa a preservar.
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» Se prepararon tubos de ensayo de 13X100 mm con 2.7 ml de 8SI, seis por
cada cepa.

+ Se prepararon viales con silica gel con indicador de humedad. Primero se secd
la silica gel con indicador de humedad en homo de 70-80°C por 2 h., una vez
transcurrido este tiempo se coloco en un frasco ambar perfectamente cerrado.
Después se deposits en los viales, llenando aproximadamente una cuarta
parte del frasco, se taparon y se envolvieron con papel aluminic en forma
individual y después todos juntos se envolvieron con papel para esterilizar. Se
colocaron dentro de los cilindros metdlicos y se esterilizaron en horno a 160°C
por una hora. lLas tapas de los viales se esterilizaron por separade en
autoclave, envueltas en papel aluminio y papel para esterilizar.

» Medio de soporte
Se pesaron las siguientes cantidades, que vanaron dependiende de la

cantidad de medio que se deseaba preparar.

Lactosa 70 g.

Neopeptona 504¢.

Agar nutritivo 239

Agua destilada 100 mi
pH = 7.00 -.7.02

« La mezcla resultante se calentd hasta ebullicidn por 1 min., para la disolucién
total del medio. A continuacion se vertié en tubos de ensaye de 22 X 175 mm
con tapon de rosca, depositando 15 ml en cada tubo. Se esterilizé en
autoclave a 118°C. 15 Ib de presién por 15 min.. Posteriormente se sometio a
prueba de esterilidad.

2} Preparacién de cepas

+ Se verificé pureza, viabilidad y estabilidad de las cepas a preservar.

3) Propagacitn )

« Se sembré masivamente el cultivo puro en una placa de agar nutritivo, BH! o
agar sangre dependiendo del microorganismo. Se incubd a la temperatura
éptima de crecimiento del microorganismo, por 24 h.. Se sembré una caja por

microorganismo.
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4) Cosecha

« Antes de realizar la cosecha, se llevo a cabo la tincién de Gram, y prueba de la
catalasa al cultivo a cosechar. A la vez el medio de soporte se calentd
mediante bafio maria y entonces una vez fundido se dejd enfriar a temperatura
ambiente, hasta que alcanzara una temperatura de 35°C aprox., a la cual se
avitaba el matar al microorganismo por un exceso de lemperatura, pero
tampaco se dejo enfriar demasiado para evitar que el medio se solidificara.
Posteriormente se recogid todo el cretimiento bacteriano (cosecha) presente
en la placa de agar con una asa bactericlégica {previa esterilizacion) y se
deposité el indeulo en el medio de soporte, para ello se raspaba ligeramente
sobre la pared del tubo para que poco a poco cayera el indculo v se
suspendiera en el medio, asi sucesivamente hasta recoger todo el crecimiento
bactenano, esterilizando el asa tantas veces fuera necesaric Y asi evitar
cualquier posible contaminacidon. Una vez recogido todo el crecimento
bateriano, se agitd el tubo que contenia la suspensidn, con un vortex hasta
homogeneizar la suspensién, pero cuidando de tardarse lo menos posible, ya
que se corria el riesgo de que el medio se selidificara en el tubo.

« Una vez homogeneizada la suspension, se vacié en una caja petri, dejandola
solidificar {de 10-15 min.) y después se horado el agar con la boquilla de una
pipeta Pasteur estéril

5) Control de Calidad inicial

e Al término de las horadaciones, se tomd un disco de agar y se depositdé en un
tubo con 0.9 ml de SSI, se agitd contantemente hasta lograr disolver lo mas
posible el disco. Una vez disuelto, se tomo una alicuota de 0.1 ml y se depositd
en un tubo con 0.8 ml, asi sucesivamente hasta abtener una dilucién 107,

e De la Gltima dilucidn se tomé una alicuota, con una asa hacteriolégica
calibrada de 10 ul, la alicuota se depositd en el centro de una placa de agar y
se extendié de manera radial.

+ Seincubd ala tlemperatura éptima de crecimenio del microorganismo, de 24 a
48 h.. Después de este tiempo se observo st el cultivo se encontraba puro y
viable, ademas se realizd la cuenta de unidades formadoras de colonias (UFC)
por hojuela, para ello se empleé la siguiente férmula:

UFC = ntimero de colonias X 10 pl X dilucion
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Nota: Las actividades mencionadas del paso 2 al 5 se realizaron bajo condiciones

de esterilidad, en una campana de flujo laminar.

6) Congelamiento

Una vez horadada la placa de agar se llevé a congelar a -70 °C por 30 min,,
durante este lapso se prepard la bomba de vacio y el desecador. Para elio se
verifico el nivel de aceite de la bomba y se conectd al desecador, a éste ditimo
se le colocéd en su base una caja de petri con CaCl, anhidro como agente

desecante.

7} Secado

Se sacaron las cajas del congelador, se colocaron dentro del desecador y se
conectd la bomba de vacio, se dejé de 18-24 h. con vacio (aprox. 23 plg. de
Hg). Transcurrido este tiempo se desconectdé la bomba y se conectd el

desecador a un vacio menor, aprox. de 20 plg. de Hg., durante 2 dias,

8) Distribucion en viales

Terminado ef tiempo de secado se recogieron los discos de agar con una pinza
Millipore estéril, bajo condiciones de esterilidad y se depositaron en los viales
con silica gel, se etiquetaron y se guardaron en gavetas. Cabe mencionar, que
para empezar a despegar los discos de agar, primero se tuvo que verificar que
estuvieran secos, para lo cual, al tratar de despegarios del polipapel, si éstos
se despegaban faciimente estaban listos, pero si era dificil despegarlos, y se
sentian chiclosos, era necesario dejarlos un dia mas en el desecador y

después despegarios.

9) Control de Calidad final

De los discos de agar resultantes de cada cepa, se tomd uno y se depositd en
0.9 ml de SSI, se dej6 el tiempo suficiente hasta la disolucion total del disco de
agar y de ésta dilucién se realizaron otras dos, hasta obtener una diiucion final
de 107, )

Una vez activo el micrcorganismo se sembro radiaimente, en una placa de
agar, utilizando una asa bactericldgica calibrada de 10 pl. se incubd a la
temperatura éptima de crecimiento del microorganismo, de 24 a 48 h..
Transcurrido este tiempo se verificd si el cultivo estaba viable, puro y estable,

ademas de realizar la cuenta de UFC como se menciond anteriormente.
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Si las cepas cumplian con el control de calidad, al cual fueron sometidas, se
guardaban a temperatura ambiente, para las que no fueron preservadas

satisfactoriamente, se descartaron y volvieron a preservar.

10} Reactivacion de cepas

Para esto, se tomd un disco de agar de la cepa a probar con una pinza
Millipore estéril y se depositd en un tubo de ensaye con caldo nutritivo, o BHI,
g.egun el microorganismo. Se agitdé suavemente el tubo y se incubd & la
temperatura éptima de crecimiento del microorganismo, de 24 a 48 h., a partir
de este cultivo se realizaron las pruebas de pureza, viabilidad y estabilidad

correspondientes. Este paso se realizé cada mes.

2.2.4.2 Liofilizacion
E! proceso de liofilizacién se dividird en 10 etapas para una descripcion mas

detallada.

1) Preparacién de material y medio de soporte

L

Maternial

Se esterflizaron en autoclave, agujas para traguea, introducidas en tubos de
ensayo de 16X150 mm con tapon de rosca y en el fondo de éstos se colocd un
pedazo de algodén.

Jeringas estériles Plastipak de 3 ml.

Tubos de ensayo de 13X100 mm con 2.7 mi de SSI para diluciones del Control
de Calidad.

Ampolletas. Se cortaron etiquetas de 3 cm de largo x 0.5 cm de ancho,
dejando un margen de 1 cm y a pariir de este se escribid el nombre cientifico
del microorganismo a liofilizar por un lado, y por ei otro lado se escribi6 fecha y
clave de liofilizacion, dejando el mismo margen, se realizd la escritura con lapiz
para algunas cepas y para otras se empleo la computadora con impresion
lasser, para evitar corrimiento de la letra al contacto con la suspension celular.
Se introdujo la etiqueta con el margen hacia abajo en fa ampolieta. Se taparon
con gasa y algodén las ampolletas de un mismo microorganismo, se
envolvieron juntas con papel aluminio y después con papel para esterilizar
escribiendo sobre &I, el nombre del microorganismo del que se trataba. Se
esterilizaron en autoclave a 121°C, 15 Ib de presion, por 15 min.
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Medio de soporte

« Se pesd la cantidad de medio indicada para preparar leche descremada al
10%, posteriormente se vacid en tubos de ensayo de 16X150 mm,
depositando 8 ml en cada tubo. Se esterilizaron en autoclave a 110°C por 30
min. Se sometieron a prueba de esternllidad.

2) Preparacion de cepas

+ Se verificd pureza, viahilidad y estabilidad del microorganismo a preservar.

3) Propagacion

+ Se sembrd masivamente el microorganismo en placas de agar nutritivo, BH, o
agar sangre dependiendo del microorganismo. Se incubé a la temperatura
optima de crecimiento del microorganismo de 24 a 48 h..

4) Cosecha

+ Previamente se verificd la pureza de la cepa, mediante tincién de Gram y
prueba de la catalasa, A continuacion se realizé la cosecha, es decir, con el
asa bacteriologica, previa esterilizacién se recogié todo el crecimiento
bacteriano presente sobre fa superficie de la placa de agar, y se suspendio en
leche descremada al 10% contenida en tubos de ensaye. Posteriormente en
un vortex, se agitd, para homogeneizar la suspension celular.

5) Llenado de ampolletas

« Se llenaron las ampolletas, utilizando jeringas estériles con agujas para
traquea estériles, tomando asi la suspensién y depositando 0.3 ml en el fondo
de cada ampolleta cuidando de no ensuciar ta parte superior de la misma.

« Se introdujo perfectamente el tapon de algodon de las ampolletas y se corto el
sobrante y se depositaron en los frascos para liofilizacion.

&) Congelamiento

s Los frascos llenos se llevaron a congelar a -70°C de 18-24 h., se colocaron los
frascos en forma vertical, no acostados para evitar que se derramara la
suspension a lo largo de ia ampolleta.

7) Control de Calidad inicial

« De [a suspensién sobrante se tomaron 0.3 ml y se colocaron en un tubo con
2.7 ml de SSI, se homogeneizé.

» Se tomaron 0.3 ml de la dilucién anterior y se depositaron en otro tubo con 2.7
ml de SSI, se realizd otra dilucién para obtener finalmente 3 diluciones
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seriadas. De esta ditima dilucion se tomd una alicuota de 10 wi con una asa
bacterioldgica calibrada y se depositd en el centro de una placa de agar (AN, o
ABHI dependiendo del microorganismo) y se procedié a estriar en forma radial;
es decir, a partir del inéculo central se arastra con el asa estriando de arriba
hacia abajo, a la vez que se gira la placa de agar, pasando siempre por el
centro. Este procedimiento nos ayudé a aislar las colonias y esto facilité ef
contec en placa. Se incubd a la temperatura Optima de crecimiento del
r'nicroorganismo, de 24 a 48 h.. Transcurrido este tiempo se procedié a contar
las colonias presentes en cada placa y determinar asi, las UFC por ampolleta,
ademas de que se verifico si existia contaminacion ¢ no, en caso de que se
observara mas de un tipo de colonias, se descartaron las ampolletas de esa
cepa.

8) Liofilizacion

« Antes de sacar los frascos del congelador, se conect6 la liofilizadora, para que
alcanzard una temperatura de -50°C y el vacio se estabilizara. Bajo estas
condiciones se colocaron los frascos en las llaves de las liofilizadora. Se
cubrieron Ips frascos con hielo para evitar que se descongelaran rapidamente
las ampolletas, se colocaron capsulas de porcelana como base de los frascos
para evitar derramar agua sobre la liofilizadora. Durante la primera hora de
liofilizacién se culdd que no se licuaran las suspensiones, ya que si esto
ocurrfa era necesario parar el proceso y volver a congelar y liofilizar
posteriormente. Si se licuaban nuevamente era necesario volver a iniciar el
proceso, desde la preparacion del cultivo, pues los procesos de licuado,
congelamiento ya habian dafiado demasiado a las células.

» Si no se licuaban las suspensiones, entonces se continuaba la liofilizacién.
Alradedor de 2 a 3 horas posteriores, la superficie externa de |a suspension se
volvia seca y asi continuaba hasta secarse por completo. Después de un
tiempo de 6 h. aprox., se verificé que estuvieran complstamente liofilizados,
esto se determinaba al observar una pasta compacta y uniforme en el fondo de
la ampolleta, adem4s de que la base del frasco ya no estaba fria. Si esto

sucedia se apagaba el equipo.
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9) Sellado de ampoiletas

+ Se procedio a sellar las ampolletas, para ello se sacaron fas ampolletas de los
frascos y se les introdujo el tapdn del algodon hasta donde termina la etiqueta,
con la ayuda de un asa bacterioldgica. Posteriormente se prendié el soplete de
gas-oxigeno, modulando la flama, hasta gue ésta presentara un color azul
claro. Entonces a la altura de un centimetro arriba del tapén de algodén se
colocaba la ampelleta, en la flama, a la vez que se iba girando y asi se
suavizaba ef vidrio, al sentir esto Ultimo se estiraba suavemente el vidrio y se
sacaba de fa flama. De esta manera se realizd ¢l alargamiento de la ampolleta,
éste no debia de realizarse con gran fuerza pues se corria el riesgo de sellar
por completo la ampolleta, o de alargarla demasiado y al momento del sellado
se rompia. En seguida las ampolletas alargadas se colocaban en [a arafa, por
la parte abierta. La arafa a su vez estaba conectada a una de las entradas de
la liofilizadora y se prendié el vacio de ésta. Entonces el vacio llegaba a las
ampolletas conectadas a fa arafia, se dejd de 2 a 3 min. a que se estabilizara
el vacio y se verificé el vacio dentro de cada ampolieta mediante un generador
de alta frecuencia, checando si se generaba una luz de color azul-morada,
producida al contacto con el vacio, en el interior de fa ampolleta. Después con
el soplete al cual se le disminuyd ia intensidad de fa flama, se sellaron,. Para
ello se posesiond ta flama a la altura de [a parte alargada, a la vez que se giré
la ampolleta y se jalé hacia abajo, quedando asi sellada.

10} Controf de Calidad final.

» Se tomé una ampolleta de cada una de las cepas liofilizadas, la cual se hidraté
y se sometid a prueba de viabilidad, pureza y estabilidad, asf como al conteo
de colonias en placa, para determinar con este Ultimo, el tiempo posible que
duraria 1a cepa preservada. Para ello, se realizaron las dilucicnes indicadas en
el inciso del Control de Calidad inicial. Si el porcentaje resultante del conteo en
placa era inferior al 50% original (antes de liofilizar), las ampolletas eran
descartadas, st sucedia lo contrario, se aimacenaban en refrigeracion.

2.2.5 Control de Calidad

Ademas del contro! de calidad inicial y final realizado en ambos procesos de

preservacion, se realizd un control de calidad cada mes a las cepas preservadas

en discos de agar. Dicho control de calidad consistié en la reactivacién de cepas,
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siembra en placas de agar, y de las colonias resultantes se procedid a realizar
tincién de Gram, prueba de la catalasa, oxidasa, asi como pruebas bioquimicas
base. Asi dependiendo del género se realizaron:
Staphylococcus: tincion de Gram, catalasa, oxidasa, coagulasay
DNasa.
Streptococcus' tincion de Gram, catalasa, reaccién con antisueros o
utitizacién de carbohidratos,
Micrococcus:'tincién de Gram, catalasa, utilizacion de carbohidratos.

L euconoctoc: tincion de Gram, catalasa, produccion de dextranas.

2.2.6 Andlisis Estadistico

Una vez realizado e control de calidad mensual, al cabo de 8 meses de
almacenamiento, se determind el nimero de cepas recuperadas para cada método de
preservacion, y con base en éstos datos se aplico la Distribucion Gaussiana también

llamada Distribucidn Normal, para eilo se emplearon |as siguientes férmulas :

z=Py-Pd 5prp2

O pipz = \rp(‘i-p)(‘iim + 1/}

p = mPy + noP2 / ny+ny = promedio ponderado

donde:
Py P2 son las proporciones muestrales de dos muestras grandes de tamafo ny y
ns, extraidas de poblaciones respectivas que tiene proporciongs p1 Y Pz a
Ejemplo:
Para el cuarto mes, se tiene:
z = (0.69)- (0.70)/ 0.0777 = 0.1286

o prpz = (0.70)(0.30) (1/69 + 1/70) = 0.0777

p = 70{(69) + 70(70)(65 + 70} = 70
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Para un alfa = 0.5% el valor tedrico de z (sacado de tablas), considerando gue se

realiza una comparacién entre dos métodos, se obtiene el valor a dos colas de 1.96

Asi, se calculd el valor de z, para el cuarto, quinto y sexto mes, y de acuerdo a

éstos valores se realizd la grafica correspondiente.
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3  RESULTADOS

De las 5 etapas realizadas en la parie experimental, la primera ¥ segunda,
correspondientes a reactivacion de cepas y comprobacion de pureza y viabilidad,
respectivamente, para ias 51 cepas presentes en el acervo bactenano del Cepario de la
Facultad de Quimica, no presentaran problema alguno en el proceso de hidratacion; no
asi, en lo gue respecta a la prueba dé pureza y viabilidad, ya que cinco de ellas se
encontraron contaminadas, y dos no viables (Tabla 11).
*  Tabla 11
Relacién de cepas procedentes de la Coleccién de cocos gram positivos del Acervo

Bacteriano del Cepario de la Facultad de Quimica

Staphylococcus 20 2 1
Streptococcus 22 18 3 1
Micrococcus 4 4 0 0
Leuconostoc 5 5 0 0

Las dos cepas que se encontraron no viables, se reactivaron otra vez, a pariir de

una nueva ampolleta del mismo lote, enconfrandose nuevamente, gue eran no viables, v
por lo tanto fueron descartadas. Las que presentaron contaminaciones, se sometieron a
procesos de separacién en los medios de cultivo correspondientes, lograndose purificar,

y trabajar finalmente con 49 cepas del acervo bacteriano.

De instituciones externas, como, INER, INP e INNSZ, se registraron un total de 21
cepas {Tabla 12}, recibidas cada una en una placa de agar sangre para los
estreptococos y Mueller-Minton para los estafilococos. De las 21 cepas s0lo tres se
encontraron contaminadas, cabe mencionar que el mismo dia que eran recibidas, fue
necesario resembrarlas en los medios de cultivo correspondientes, para evitar que

perdieran su viabilidad.

102




Tabla 12

Relacién de cepas procedentes de Instituciones Externas

Staphylococcus

Streptococcus

4
7
1
0
0
9

OO0 E

Las cepas que presentaron contaminacion, fueron sometidas a procesos de

separacion. De tai forma que las 49 cepas del acerva bacteriano y 21 de la instituciones,

conformaron las 70 cepas que se probaron en este estudio.

En la tercera etapa, correspondiente a Identificacion y/é Certificacion, se realizé la

siguiente serie de pruebas generales y bioquimicas para las 70 cepas, cuyc patrén de

resultados determind el género y la especie del microorganismo a identificar y/o certificar.

Tabla 13

Conjunto de pruebas generales realizadas para la identificacion
de género de las cepas en estudio

cocos

gram | cocos, gram] cocos, gram j cocos gram

Tincién de positivos, positivos, positivos positivos,

Gram agrupados  en|agrupados  enjagrupados  enjagrupados  en
racimos y| cadenas pares, cadenas ylpares y en
cadenas. tetradas cadenas.
colonias de 2 a 4| Colonias de 1.5)colonias de Tmm{colonias
mm de diametro, | mm de didmetro, | de diametro, |menores a 1mm

Morfologia redondas, redondas, - redondas, de diametro,

colonial * convexas, de | frasldcidas, convexas, de | redonidas,
bordes grisaceas, bordes convexas,
regulares, de | convexas, de|reguiares, con|grisdceas
consistencia bordes pigmentos que
butirosa, con | reguiares, van desde el
pigmentos  que [ hemoliticas. amarillo, naranja
van desde el hasta el rosa.
blanco, hasta el
amarillo,
hemoliticas.
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Tabla 13 Continuacion

Catalasa
Produccion de
Acido a partir de:

TN

glucosa** +

IR A
I [

[T

glucosa*™

Crfﬂcimiento en
AN '
Abreviaturas: * Ja morfologla que se describe es fa encontrada en agar nutritive para Micrococous y Leuconostoc y en agar
sangre para Staphyloceccus y Sireplococcus. B
' AN, indica Agar Nutntivo, [T Ne se reafizaran
** Bajo condiciones aerobicas *Bajo condiciones angerébicas.
Simbolos. +, Reaccidn positeva; -, Reaccion negativa
Tabla 14

Patrén de resultados de las pruebas bioguimicas realizadas para la \dentificacion de
especie a las cepas pertenecientes al género Staphylococcus

+
t
1
1
1
+

Tamafio de la
colonia'

Pigmento®
Coagulasa
DNasa
Hemolisinas

VP
Utitizacién de
arginina
Reduccién de
nitratos
Ornitina - - d - + -
decarboxilasa
Ureasa d - + + d +
Resistencia a - - - - - +
la novobiocina
Produccion  de
Acido a  partir
de:

Trehalosa
Manitol

Manosa +
Maltosa {+) + + +
Lactosa - d d +

Sacarosa * d + (+) +
Simbolos +, Reaceidn positiva, -, Reaccién negativa, d, Reaccidn variable, (), Reaccidn retardada
* Se considerd +, st el didmetro de la colonia era mayoer o igual a & mm después de una incubacion a 35°C por 48 h
2 Sa considerd +, s ge detectaba visyalmente fa presencia de pigmentes carotenoides, durante su crecimiento a 35°C

S e EN S

+
(=1
+

SaieY
+
-
'
o
+
+

1
1
o

+|+ |+ ]+]+
1
©
1

+la|+

104



Tabla 15
Patron de resultados de las pruebas bioquimicas realizadas para la identificacién de
especie a las cepas pertenecientes al género Streptococcus, con hemolisisa y 3

Hemblisis heta beta alfa alfa

Bacitracina + - - -
Optoguina - - + -

CAMP - + - - *
Hidrdlisis de - + - -
hipurato

Bilis-Esculina - - - -
Reaccién  con| positiva para el | positiva para el | negativa para negativa para
antisueros grupo A grupo B todos todos

Simbolos. +, Reaccian positiva -, Reaccion negativa

Tabla 16
Patrén de resultados de las pruebas bioquimicas realizadas para la identificacion de
especie a las cepas pertenecientes al género Streptococcus, con hemolisis f y N.H.

Hemodlisis
Bilis- + + + R - ~
esculina
CAMP - - - - - -
Crecimiento + 4+ + - - -
en AN+NaCl
6.5%
Produccion
de 4cido a
pariir de
Manitol +
Lactosa +
Arabinosa -
Melezitosa + - - - - -
Rafinosa - - - - - -
Sacarosa +
Utilizacion + + + + - +
de arginina

Simbolos +, Reaceidn positva -, Reaceidn negativa
Abreviaturas: N.H , No hemolitico

4|+
+
1]
+
+

+
1
+
+
L
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Tabla 17
Patrén de resultados de las pruebas bioquimicas realizadas para la identificacion de
especie a las cepas pertenecientes al género Micrococcus

Pigmento amarillo amarillo amarillo rojo rosado
Hemélisis N.H. NH. - N.H. N.H.
Ureasa - - - -
Reduccién' de - - N +
nitratos
Utilizacidn de - - - -
arginina
Utilizacién  de - - -

Xilosa
Simbolos: +, Reaccian positiva, -, Reaceion negativa; d, Reaccion varable,
Abreviaturas: N, Mo hemolitica

Tabla 18
Patrén de resultados de las pruebas biogquimicas realizadas para la Identificacién de
especie a las cepas pertenecientes al género Leuconostoc

Formacion de - + -
dextranas
Crecimiento en AN+ - + .
3% de NaCl
Formacion de acido a
partir de:

Arabinosa

Sacarosa

Trehalosa

Manitol - - -
Maltosa + -

Rafinosa - _
Simbolos' +, Reaccian positiva; -, Reaccidn negativa.
Ahreviaturas. AN, Agar Nutritive, NaGh, Cloruro de sodo.

+|+ [+
1]
+i+

e

Empleando los patrones de resultados mostrados de la tabla 13 a la 18, se
realizaron 21 identificaciones, y 47 certificaciones (Tabla 19). Ademas se realizaron 2
reclasificaciones de cepas, debido a que una cepa etiquetada como S. zooepidemicus,
resulté ser 8. agalactiae y otra con etiqueta de L. cifrovorum {DRI-VAC), se identificd

como L. paramesenteroides.

106



Tabla 19
Relacién de las certificaciones e identificaciones efectuadas a las cepas en estudio

Staphylococcus INP 7
INNSZ 1
CepariodelaF. Q. 19
INNSZ 9
Streptococcus | Cepario dela F. Q. 20
Micrococcus  |Cepariodela F. Q. 4
| Cepari laF.Q 4

En la cuarta etapa, correspondiente a Preservacion, se logro preservar por

secado en discos de agar y liofilizacion las 70 cepas, obteniéndose una buena viabilidad
durante los seis meses de almacenamiento, después de haber sido preservados (Tabla
20). En lo que respecta a pureza durante los primeros 4 meses de almacenamiento
todas las cepas se encontraron puras, sin embargo a partir del quinto mes una cepa del
género Staphylococcus (S. epidermidis) y otra del género Streptococcus (S. faecalis)
presentaron  contaminaciones, especificamente  con colonias de 8. aureus.
Posteriormente al sexto mes otra cepa del género Streptococcus (S. pyogenes) presento
contaminacion (Tabla 21). Para la evaluacion de estabilidad sélo dos cepas del género
Micrococcus presentaron alteraciones en la intensidad del color de su pigmento, M.
roseys al inicio del cuarto mes de almacenamieﬁto y M. lysodeikticus al inicio del sexto

mes (Tabla 22).
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METQDO DE SECADO EN DISCOS DE AGAR
NUMERO DE CEPAS RECUPERADAS POR GENERQ, EXPRESADAS EN
PORCIENTO PARA CADA PARAMETRO DE EVALUACION
Tabla 23
Porciento de la viabilidad de las cepas preservadas/mes de almacenamiento

Staphylococcus 31 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Streptococcus 30 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Micrococcus 4 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% |
Leuconostoc 5 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

Tabla 24
Porciento de 1a pureza de [as cepas preservadas/mes de almacenamiento

Staphylococcus 31 100% | 100% | 100% 96.8% | 96.8%

100%
Streptococcus 30 100% | 100% | 100% | 100% | 96.7% | 93.3%
Micrococcus 4 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
| Leuconostoc 5 100% | 100% | 100% | 100% } 100% | 100%
Tabla 25

Porciento de la estabilidad de las cepas preservadas/mes de almacenamiento

Staphylococcus 31 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Streplococcus 30 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Micrococcus 4 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Letconostoc 5 100% | 100% | 100% | 75% | 75% | 50%

Como ya se explicé anteriormente con las.-tablas 20, 21 y 22, durante los primeros
3 meses de aimacenamiento, las cepas preservadas mediante secado en discos de agar
al igual que las liofilizadas, se mantenian viables, puras y estables. Sin embargo a partir
del cuarto mes de almacenamiento, 1as cepas preservadas en discos de agar empezaron
a presentar cambios, a partir del cuarto mes se presentaron alteraciones en la

estabilidad de dos cepas y al quinto mes contaminaciones en algunas otras, por ello se
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anexan las tablas 23, 24 y 25, que exprasan y resumen las alteraciones presentadas por

género para cada mes de almacenamiento.

COMPARACION DE LOS DOS METODOS DE PRESERVACION

Para realizar la comparacién de los dos métodos de preservacion empieados, se
cuantifico el nimero de cepas recuperadas, en base a los parametros de evaluacion:
viabilidad, pureza y estabilidad, a partir del cuarto mes, en el cual se empezaron &
presentar las alteraciones en las cepas preservadas hasta el sexfo mes, ya que en el

séptimo y octavo mes no se presentaron mas cambios (Tablas 26, 27 y 28).

Tabla 26
Numero de cepas recuperadas por género para cada método de
preservacién al cuarto mes

50

Helhal LT & e e R R e Mo EAN LA
Staphylococcus 31 31 (100%) 31 (100%)
Streptococcus 30 30 (100%) - 30 (100%)
Micrococcus 4 3 (75%) 4 (100%)
Leuconostoc 5 5 (100%) 5 (100%
Ry i'i ‘

Tabla 27
Nuamero de cepas recuperadas por género para cada método de
praservacion al quinto mes

CGENEROQ. D TOTAL CRBO: :
Staphylococcus 00%}
Streptococcus 30 29 (96.7%) 30 (100%)

Micrococcus 4 3 (75%) 4 {100%)
Leuconostoc 100%)
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Tabla 28
Nimero de cepas recuperadas por género para cada método de
preservacion al sexto mes

L GENE

Staphylococcus 31 30 (96.8%) 31 (100%)
Streptococcus 30 28 (93.3%) 30 (100%)
Micrococcus 4 2 (50%) 4 (100%)
Leuconost 5 {100% 5 (100%

~ Aplicando la prueba estadistica de Distribucion Gaussiana (distribuciéon normal) al
nimero de cepas recuperadas, para probar que no existe diferencia significativa entre
los dos métodos empleados, tomando como método estandar ia liofifizacion, a partir del

cuarto mes, se tiene:

Tabla 29
Comparacién estadistica de ambos métodos de preservacién

S

5!
g

s

SECADO

LIOFILIZACION

IR
470. MES 69
5T0. MES 87
6TO. MES 65

Para un alfa= 5%, el valor tedrico de z, es de 1.96, por lo tanto, dado que los
valores de z, obtenidos experimentalmente son inferiores a 1.96, es decir, se encuentran
dentro del rango de aceptacion establecido, no. hay diferencia significativa en los dos

métodos de preservacién. Dichos valores se indican en la grafica 1.

En el séptimo, y octavo mes, no se presentd disminucién en ef nimero de cepas
recuperadas para el método de secado en discos de agar, si no que permanecio de igual

manera que en lo reportado para el sexto mes

113



GRAFICA 1
ANALISIS ESTADISTICO
DISTRIBUCION GAUSSIANA

045

0.4

035

03

0.25

f{z)

015

A

0.05

Rango de aceptacién de -1.96 a
1.96
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Finalmente al cabo de 8 meses de almacenamiento, las cepas recuperadas
fueron 65 para secado en discos de agar y 70 para liofilizacién. Dentro de ias 85 cepas
recuperadas del secado, el 46% corresponde al género Staphylococous, ef 43% al
género Streptococcus, el 8% al género Leuconostoc y el 3% al género Micrococcus,
como se puede apreciar en la Gréfica 3. Para el método de liofilizacion de las 70 cepas
recuperadas, el 44%, 43%, 7% y 6%, corresponden al género Staphylococcus,
Sireptococcus, Leuconosfoc y Micrococeus, respectivamente como se indica en Ia
Gréfica 2.

En la quinta y Lltima etapa del presente estudio, correspondiente al control de
cafidad, se manitareo mensualments ia viabilidad, pureza y estabilidad de cada una de
las cepas preservadas por ambos métodos, a lo largo de 8 meses, dichos resultados se
muestran en las tablas 20, 21, 22, 23, 24, y 25, a través de las cuales se puede observar
que para el método de secado se presentaron pérdidas de pureza y estabilidad en
ciertas cepas, Ademas, se realizaron cuentas de unidades formadoras de colonias (UFC)
antes y después de cada proceso de preservacion, para estimar la pérdida de células
durante el proceso al que fueron sometidas. De esta manera, para determinar el namero

de unidades formadoras de colonias, se realiz6 ia siguiente operacion:
UFC = numero de colonias X 10 !l X dilucién

y se obtuvieron los siguientes resultades, resumidos en promedios para cada género en

estudio (Tabla 30 y 31).
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GRAFICA 2

PORCENTAJES DE CEPAS RECUPERADAS POR
GENERO PARA EL METODO DE LIOFILIZACION

Micrococcus Leuconostoc

6% 7%

Streptococcus
43%

Staphylococcus
44%

GRAFICA 3

PORCENTAJE DE CEPAS RECUPERADAS POR
GENERO PARA EL METODO DE SECADO EN DISCOS

DE AGAR
Micrococcus Leuconostoc
3% 8%

Streptococcus
43%

Staphylococcus
46%
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Tabla 30
Relacién de UFC resultantes en ef Secado en discos de Agar

g ! ¢
GENERO UFC/DISCO DE GENERO UFC/DISCO DE
AGAR (PROMEDIQ) AGAR (PROMEDIO)

Staphylococeus 2.4 X 10 Staphylococcus 2.4 X 10
Streptococcus 2.4 X 10" Streptococcus 2.3 X107

Microdoccus 2.3 X 10" Micrococcus 23X 10"

Leuconostoc 23X 10" ‘L euconosioc 23X 10"

Tabla 31

Relacién de UFC resultantes en la liofilizacién

}‘ R

UFC/LIOFILIZADO GENERO UFCILIOFILIZADO
Staphylococcus 2.6 X 10" Staphylococcus 2.2X10
Streptococcus 2.4 X 10" Strepfococcus 19X 10"
Micrococcus 2.4 X107 Micrococcus 20X 10"
Leuconostoc 2.4 X107 L euconostoc 2.0 X 10"

Simbolos: UFC, unidades formadores de colonias.

Realizando la resta del ntimero de UFC obtenidas en el Control de calidad final, al

ndmero de UFC obtenidas en et inicial, se registran los siguientes valores (Tabla 32) que

indican a simple vista que el metodo de liofilizacién involucrd procesos de congelamiento

y desecacién mas drasticos que fos empleados en el método de secado en discos de

agar, ya que como se cbserva en el control de calidad inictai de 1a liofilizacibn para el

género Staphylococcus se obtuvo cerca de 2600 colonias y en ef control de calidad final

2200 colonias, es decir se perdid el 15.38% de micreorganismos originates, cabe

mencionar también que se observa mayor grado de pérdida para el género

Streptococcus, después para el Micrococcus y Leuconostoc, y un menor porceraje de

pérdida para el Staphylococcus.
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Tabla 32
Relacidn de la disminucién de poblacién en ambos métodos de preservacion

() :
Staphylococcus 0 4 X 10° {15.38%)
Streptococcus 1 X 107 (4.2%) 5 X 10" (20.83%)
Micrococcus 0 4 X 107 (16.67%)
Leuconostoc . 0 4 X 10" (16.67%)

Cabe mencionar que los resultados obtenidos de las pruebas generales y
bioquimicas practicadas a las 70 cepas en estudio, asi como las condiciones de
preservacidn y resultados de los controles de calidad inicial, final y mensual, se
registraron en el formato disefiado, el cual consta de 4 hojas. Las dos primeras resumen
fos resultados de caracteristicas microscopicas, macroscépicas, fisiologicas vy
bioguimicas dei microorganismo, y el cuadro correspondiente a Oiras pruebas varia
dependiendo del género en estudio (el ejemplo que se anexa es para ¢l caso def género
Staphylococcus), la tercera indica los métodos de preservacién practicados, asi como los
parametros empleados para su realizacion, y en la (ltima, se hace mencion del namero
de existencias y distribucion de las cepas, es decir, se indica la cantidad existente de
ampollefas o viales con discos de agar para cada cepa, asi como las bajas de éstas.
Dicho formato se anexa a continuacién y es importante indicar, que toda la informacion
recabada mediante éstos formates, se encuentra a su vez, almacenada en la
computadora del Cepario de la Facultad de Quimica, de tal manera que en el momento
en que se necesite algtn dato presente en los formatos, solo es necesario indicar el
nombre del microorganismo en estudio y se tendra la informacion requerida. No se

anexan todos los formatos recopilados, debido a que no es el objetivo de ésta tesis.
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FORMATO
FICHAS DE IDENTIFICACION
CLAVE NOMBRE CIENTIFICO HOJA
Secade !
Liofilizacidn

Género especie

Morfologia ]
¢ Forma

¢ Tamafio

+ Agrupacién celular
e Cipsula

+ Endoesporas

e Movilidad

+ Ofras

* Reacciones Tintoreales
o Tincion de Gram
s Tincion acido alcohol-resistente

* Medio solido

e Medio de cultivo

» Temperatura de incubacidn
e Tiempo de incubacién

* Morfologia colonial

« Forma

¢ Superficie

e Borde

» Elevacidn

¢ Pigmentacion

s Consistencia

» Opacidad

e Olor

* Medio lquido

Medio de cultivo
Temperatura de incubacion
Tiempo de incubacioén
Crecimiento en superficie
o Turbidez

o Deposito

® |8 |®

19



Rangos de temperatura v temp.Oplima

Relaciones de O,

Rangos de tolerancia del pH

Requerimientos de sal y tolerancia

L]
[ ]
,
’ L
*

Sensibilidad a antibidticos

* Enzimas resprratorias Anles Después

¢ (atalasa ]
* Oxidasa 1
* Utilizacton de carbohidratos

Medio base - Caldo rojo de Fenol

Carbohidrato Antes Después Carbohidrato Antes Despuis

Adonitol Maltosa

Almidén Manifol

Arabinosa Manosa

Dextrina Rafinosa

Dulcitol Ramnosa

Eritrito] Ribosa

Fructosa Sacarosa

Galactosa Salicina

Glicerol Sorbitol -

Glucosa Sorbosa

inositol Trehalosa

Inulina Xilosa
| Lactosa QOiros

* Metabolismo de compuestos nitrogenados

Antes Después Antes Después

¢ Reduccion de nitratos s Lisina decarboxilasa

¢ Indol s Onitina

descarboxilasa
e Arghuna o Urea
L decarboxifasa

Antes

Después

¢ Crecimiento en agar sangre

Patrén de hemolisis

-

Presencia de pigmento

Resistencia a la novobilocina

- | "

Coagulasa

VP

« TNasa
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CLAVE T NOMBRE CIENTIFICO HOJA
Secado 3
Liofilizacién

Género egpecie

Sindnimos u otra designacién |

Fecha de recepeion | Sustrato

Fuente & procedencia

Pais y fecha de aislamtento -

QOtros

Corto plazo : Largo plazo .
Medio de Cultivo : Medio de Cultivo ;
Temperatura y tiempo de Temperatura y tiempo de
incubacton : : incubacion :
Almacenamiento ; Almacenamiento :
Duracién : Duracion :
Datos de Secado en discos de agar Datos de Liofihzacion ]
No. : Fecha : No. : ) Fecha :
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4 ANALISIS DE RESULTADOS

» El conjunto de pruebas bioquimicas practicadas a cada una de las cepas con las que
se trabajo, permitieron certificar, identificar, y reclasificar dichas cepas, asi como,
descartar algunas otras por faita de viabilidad. La certificacion se practicé a las cepas
presentes en el acervo bacteriano del Cepario de la Facultad de Quimica, y se
denominé certificacion, ya que previamente se les habia realizado la identificacién, y
solo se confirmaron los resultados de las pruebas bioquimicas anteriores. La
identificacion fue para las cepas procedentes def INER, INP, e INNSZ, de las cuales
sélo se cenocla su origen La reclasificacion se practicd a dos cepas, una del Género
Streptococcus, catalogada como S. zooepidemicus, y al realizare las pruebas
bioguimicas correspondientes, el patron de resultados coincidié con las estipuladas
para la especie 8. agalactiae; la ofra cepa, corresponde al género Leuconostoc, la
cual estaba etiquetada con el nombre de L. cifrovorum DRI-VAC, pero de acuerdo al
patron de resultados corresponde al nombre de L. paramesenteroides. Cabe sefialar
que las cepas correspondientes al género Micrococcus, no se reclasificaron, debido a
que su patron de resultados coincidia con el estipulado, lo Unico que cambiaba era el
nombre de acuerdo a la méas reciente clasificacion de éste género, es decir, ias cepas
etiquetadas como M. flavus y M. lysodeikticus son sinénimos del nombre M. luteus,
por [o tanto presentan los mismos resultados, por ello se determind no cambiar el
nombre, perc en la ficha de identificacién correspondiente se mencionan dichos
sinénimos. Se descartaron solamente dos cepas, una del género Staphyfocoocus y
otra del género Strepfococcus, debido a que no estuvieron viables. También es
importante sefialar que se practicaron el menor ndmero posible de pruebas
bioquimicas para la identificacion de las diferentes especies, ya que en algunos casos
no se contaba con los reactivos necesarios. Los resultados antes mencionados de las
pruebas generales y bioquimicas de cada una de las cepas en estudio se recolectaron
en los formatos disefiados, de tal manera que se actualizé la documentacion referente
a los cultivos presentes en el acervo bacteriano del Cepario de la Facultad de
Quimica, & la vez que se acrecentd con la adicion de las cepas procedentes de
institucicnes externas. Dichos formatos abarcan la mayor cantidad de caracteristicas
del microorganismo y de pruebas que se les pueden practicar para una identificacion

rapida y completa.

123



¢ La viabilidad, pureza y estabilidad de las cepas preservadas mediante el método de
secado en discos de agar durante los primeros tres meses de almacenamiento
permanecieron inalterables, obteniéndose un 100% de cepas recuperadas; sin
embargo, a partir def cuarto mes dicho porcentaje empezé a disminuir (98.6%), debido
a que una de las cepas del género Micrococecus presenté disminucion en fa intensidad
del color de su pigmento, el cual originalmente era color rosa, y en los siguientes
meses otra cepa del mismo género (M. lysodeikticus) presentd también disminucion
en la intensidad de su pigmento, el cual inicialmente era amarillo canario. Con
respecto a la disminucién de los porcentajes de estabilidad al 4,5 y 6 mes obtenidos
para dos cepas del género Micrococcus, se pudo deber a que ios viales en los cuales
estaban contenidos, presentaban fugas en Ia tapa lo cual ocasiono 1a entrada de aire
y por ende de humedad al vial, provocando gue el microorganismo iniciara lentamente
su proceso metabdlico dando origen a metabolitos toxicos, lo que dio lugar
posiblemente a vanaciones genéticas; las cuales ocasionaron la disminucién en la
intensidad del pigmento, aunado a las condiciones de “stress” 7bajo las cuales el
microorganismo estaba sujeto, durante el periodo de almacenamiento. Se propone
que las alteraciones en la intensidad del pigmento fueron ocasionadas por variaciones
genéticas, debido a que factores como temperatura, medio de cultivo, y aereacién, no
pudieron influir, ya que la temperatura de almacenaje se mantuvo constante, y la
composicion del medio de cultivo y aereacién, durante su reactivacion no fueron
modificados " ¥, Cabe mencionar que en la medicién de la intensidad del pigmento
no se emplearon métodos exactos o aparatos con alta sensibilidad para su medicion,
si no simples observaciones visuales, sin embargo, se considera que es importante
registrar cualquier modificacion presente en fa morfologia colonial de la cepa en
estudio, por ello, dicha alteracién fue fomada en cuenta como alteracién en la
estabilidad del microorganismo, pues ello puede ser el principio de un cambio mas
drastico.

o Al guinto mes el porcentaje volvid a decaer (95.7%), ya que dos cepas, una del
género  Staphylococcus y otra  del género  Streptococcus  presentaron
contaminaciones, ésto se debid a que los viales dentro de los cuales estaban los
discos de agar de tales cepas, no se encontraban perfectamente cerrados, o que
permitid que entrara poco a poco humedad y microorganismes contaminantes del

ambiente al vial, de tal manera que al momento en gue se activaron los
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microorganismos preservados, creceria también el microorganismo contaminante que
se introdujé antes o durante la abertura de viales en el control de calidad realizado
cada mes, también pudo deberse a que la esterilizacidn de las pinzas con las que se
extrala el disco, se realizaba mediante la frotacién con torundas de algoddn
impregnadas con alcohol y un posterior flameo, por lo que posiblemente en tales
casos |a esterilizacion no se llevo a cabo correctamente, dejando trazas del disco de
agar ton}ado antes gue el de 1a cepa que resulté contaminada, esto ultimo se induce,
ya que las contaminaciones detectadas en el género Sireptococcus, eran con colonias
pertenecientes al génerc Staphylococcus, que fue el primero en activarse, y las
contaminaciones presentadas en el género Staphylococcus, fueron con las mismas
especies de dicho géneto, especificamente S. aureus, es decir, la cepa S. epidermidis

resulto contaminada con S. aureus, cepa activada antes de S. epidermidis.

o Al sexto mes el porcentaje disminuyé 3 unidades mas (92.8%}, ya que otra cepa del
género Strepfococcus presentd contaminacion y una mas del génere Micrococous
disminuyd la intensidad de su pigmento. En los siguientes dos meses de
almacenamiento el porcentaje de cepas recuperadas no se modificd, ya que no se
presentaron alleraciones en la viabilidad, pureza y estabilidad de dichas cepas. De
esta manera el porcentaje final de cepas recuperadas fue del 92.8% (65 cepas) con
respecto al 100% (70 cepas) de cepas recuperadas dei método de liofilizacion. A
simple vista se puede notar que los cultivos preservados por secado presentaron un
elevado porcentaje de sobrevivencia (Tabla 13, 14 y 15), lo cual es confirmado a
través del analisis estadistico de Distribucion Gaussiana (distribucion normal) que se
le aplico, cabe sefialar que se empleo dicha distribucidn por que se manejo un
numero de muestras mayor a 25, pues en caso contrario pudiera haberse empleado la
Prueba t de student. Los resultados obtenidos en el analisis estadistico nos indican
que no existe diferencia significativa entre los dos métodos de preservacién, con
respecto al nimero de cepas recuperadas, Tal resultado era el esperado, ya que los
grupos de microorganismos con los que se trabaj6, presentan en comun, un conjunto
de caracteristicas que posiblemente les coz:\firieron la resistencia necesaria para
soportar los procesos drasticos de preservacién. Dichas caracteristicas son:

1. Ef tipo de célula, las bacterias cocoides, las cuales son mas resistentes que los
bacilos y espirilos, a los cambios drasticos de temperatura, dicha propiedad no se

encuentra bien documentada, por lo que se propone que 1a resistencia a cambios de
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temperatura es debida a la simetria en la forma de la célula, es decir, la forma esférica
que presentan las bacterias cocoides es simétrica, y permite equilibrar los cambios de
presion osmdtica y temperatura, asi como soportar procesos de desecacion, de una
manera mas rapida en comparacién con la forma bacilar y espiral de las demas
bacterias que no son simétricas.

. El tipo de Gram (gram-positivo), esto es, el presentar una pared celular relativamente
gruesa, con un mayor contenide de pepfidoglucanc (20 a 80%) que las bacterias
gram-negativas y con numerosos enlaces transversales entre las cadenas de N-acetil-
muramico y N-acetil-glucosamina, les confiere mayor resistencia a la desecacion, a los
cambios bruscos de temperatura y a la exposicion a la luz solar. Ademas la elevada
permeabilidad de su membrana celular (al ser gram positivos), facilité la entrada de
agentes crioprotectores, "%

. El rango de temperatura y porcentajes de oxigeno bajo los cuales crecen
{microorganismos aercbios y mesdfilos), permitic que la técnica a sequir para la
preservacion, no requinera de condiciones gspecificas, como un control ambiental de
temperatura o realizarlo bajo condiciones anaerdbicas, lo cual facilitdé los pasos a

sequir en la técnica, '

En la composicion del medio de soporte empleado en el método de secado en discos
de agar, el uso de dos agentes crioprotectores, de diferente naturaleza (proteica:
peptona e hidrato de carbono: lactosa), permitic que al combinarse, aumentaran sus
efectos de proteccién, consistentes en: la formacion de coloides y una capa gruesa y
dura alrededor de cada una de las células, respectivamente, lo que ayudd a que los
microorganismos resistieran el proceso de preservacion. Dichos mecanismos
impidieron la formacién de cristales intracelulares y glavacion de la presidén osmdtica
{elevacion de la concentracion de solutos), al disminuir el intervalo de la temperatura
de congelacidon, evitando a la vez una desecacién exceslva. Ademas durante el
secado con vacio, las capas de proteccion formadas alrededor de las células evitaron
que se presentard intercambio de nutrientes del medio hacia las células, en aquellas
que todavia permanecian activas. También es importante puntualizar la concentracion
de lactosa empleada, que fue del 7%, la cual evité la desecacién excesiva del
microorganismo, permitiendo solamente retener la cantidad minima necesana para

conservar viable al microorganismo a preservar,”® *%¢
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El empleo de agar en lugar de gelatina se realizo, debido a que esta ultima posee
ciertas propliedades que impiden que pueda utilizarse de forma universal para todos
los microorganismos. Las propiedades son:

. No solidifica totalmente al enfriarse, ello impide que sea almacenada a temperatura
ambiente, principaimente si ésta es superior a ios 37°C, ya que empieza a hidratarse,
por lo gue es necesario un control ambiental del lugar donde se almacene

. Es degradada proteoliicamente por una gran cantidad de microorganismos, io que
impide su empleo en microorganismos proteoliticos {aunque no es el caso de los
grupos de microorganismos con los que se trabajd). Por el contrario ef agar posee una
estructura que le confiere una gran estabilidad frente a las enzimas microbianas, ya
que, muy pocas bacterias (practicamente solo algunas bacterias como la Ps.
carragenomora) Son capaces de hidrolizar 10s enfaces de !a molécula de agarosa o
agaropectina; esto hace también que al no poder ser rota la molécula por las enzimas
microbianas y por ser insoluble en frio, este polisacarido no puede utilizarse por los
microorganismos como fuente de carbono, y por tanto actie solamente como soporte

. Es soluble a temperaturas superiores a los 50°C, esto significa, que a temperaturas
inferiores su solubllidad disminuye y hace mas dificil su mezcla y homogeneizacitn
con la suspensién bacteriana, ademds se solidifica a temperaturas cercanas a 0°C; en
cambio ¢l agar posee una temperatura de gelificacion inferior a los 39°C permitiéndolo
mezctar en forma liquida con la suspension celular, sin que ello suponga destruccion
de los microorganismos, a la vez que rapidamente se solidifica, impidiendo que el

microorganismo empieza a reproducirse. "'

El equipo disefiado para el secado consistié de un desecador (pyrex) con coneccion a
vacio, un agente desecante y una bomba de vacio, ésta proporcionaba el flujo de
vacio dentro del desecador, permitiendo la extraccion rapida de agua, con una
potencia de 23 mm. de Hg. Este equipo fug disefiado de esta manera, ya que el
objetivo era el realizar un secado répido, con alta potencia, sin exposiciones al medio
ambiente. A pesar de que el mismo objetivo se pudo llevar a cabo si se hubiera
empleado el sistema de secado de la liofilizadora, no fue asi, ya que el proposito
principal de esta tesis es ef de proporcionar un método alternativo de preservacion de
facil acceso a todo tipo de laboratorio, es decir no se podia emplear equipo ¢ material
requerido en el proceso de liofilizacién, ya que éste requiere de equipo y material

especial. Ademds algunas de ias ventajas del equipo disefiadc son: 1) no se
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presentan fugas en el equipo que provocan el escape de vacio, y por ende pérdida de
potencia, y aumento en el tiempo de secado, 2) el proceso de secado se acelera a

través del uso de un agente desecante colocado en la parte inferior del desecador

La tecnica efectuada en el secado consistié en el empleo de una bomba de vacio,
para el proceso de secado, lo cual permifid reducir el tiempo requerido para el secado,
para asi disminuir el riesgo de que las células que siguieran activas dieran lugar a la
produccién de metabolitos secundarios téxicos para las mismas células, que
ocasionaran su muerte, esto significa, que entre menor sea el tiempo de secado,

mayor ser4 el porcentaje de viabilidad de las células.® %

El congelamiento previo al secado, favorecio la rapidez de éste dltimo, ya que durante
el congetamiento, 1a mayor cantidad de agua presente en las células y en el medio se
separo, deteniéndose en cierta medida el proceso metabdlico de las células, a la vez
que permitié que la resorcion de agua mediante el secado posterior, fuera mas

efectiva y rapida (evaporacion y captura de vapores mediante CaCl, y vacio). 32

La temperatura y la velocidad de congelamiento, que se utilizé minimizé la formacién
de cristales intracelulares que pudieran dafiar la integridad de la célula, ya que el
congelamiento se realizdé tan rapido que no dic tiempo para que dichos cristales

aparecieran, ¥ %

Para el Control de Calidad se realizo ia cuenta en placa a cada una de las cepas
antes y después de haber sido sometidas al proceso de preservacién, para asi,
determinar el porcentaje de células viables (UFC) resultantes y suponer el periodo de
tiempo que podrian durar alinacenadas; ésto se realizd sin problema alguno en la
liofilizacion y el secado, pues en el primero se conocia la cantidad de suspension
depositada en cada una de las ampolietas y de ésta se podian realizar las diluciones
pertinentes, y en el segundo método se determiné por disco de agar. Con respecto al
numero de UFC resultantes para la liofilizacion, se observa que durante el proceso
muere un mayor nimero de microorganismos, en comparacién con el secado en el
cual la reduccion de microorganismo es menor, pues en este dltimo solo se presenté
disminucion para el género Strepfococcus, no asi para la hofilizacion en la que para
los cuatro géneros se presentaron reduccidn en el numero de microorganismos,
observandose un mayor grado de pérdida para el género Streptococcus, ¥ un menor
porcentaje de pérdida para el género Staphyfococcus, lo cual se comprende debido a

que el primero es considerado como uno de [os géneros mas delicados y exigentes,
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pues es muy sensible a procesos que involucran desecacién o congefamiento no asi
el segundo que presenta como caracteristica particular una alta resistencia a los
procesos de desecacion. Dichos resultados nos indican que el procese de liofilizacion

resulté ser mas drastico gue el de secado.

En la comparacion de los métodos de preservacion empieados se observé que
estadisticarnente ambos métodos no presentan diferencia significativa, con respecto
al numerc de cepas recuperadas, no asi, en lo referente a fa técnica y equipo
empleado. En lo que respecta a [a técnica ambos incluyen un congelamiento previo al
secado, sin embargo la forma de eliminar el agua es diferente, ya que |a liofilizacién
involucra un proceso de sublimacién al alto vacio, mientras gue el secado involucra
evaporacion del agua y extraccion de ésta mediante vacio y un agente desecante,
ademas de gue el tiempo de secado es superior para el método de secado en discos
de agar, pero ello no ocasiona alteraciones en la estabilidad del cultivo. En lo
referente a equipo empleado, para ia liofilizacidn se requiere de un aparato sofisticado
denominado liofilizador, el cual se encuentra en un namero reducido de laboratorios,
dado su elevado costo en precio y mantenimiento, lo cual no ocurre con el secado, en
el que solo se emplea un desecador con coneccién a vacio y una bomba de vacio, los
cuales son faciles de conseguir en cualquier laboratorio; ademas el material de vidrio
requerido como es el caso de ampolietas para la liofflizacion, deben de ser de un
material en especial y de un grosor determinado, no asi para ¢l secado que requiere
solo de cajas Petri de vidrio, pipetas Pasteur y de viales para el almacenamiento de

los discos secos, materiales que encontramos facilmente en el laboratorio.

Finalmente es importante mencionar que la liofilizacion presenta una serie de etapas
criticas, que si en un momento dado Iiegan>a fallar, provocan que todo el trabajo
realizado sea inufil, ya que se pueden originar alteraciones en la estabilidad del
microorganismo, disminuir el porcentaje de viabifidad de la cepa y en el mas critico de
los casos la cepa a preservar se pierde. Por ello es factible la aplicacion de un método
de preservacion alternativo, es decir que se cuente con dos métodos para preservar
un mismo grupo de microorganismos, lo cual permite reforzar el periodo de
almacenaje de dichos microorganismo, ya gque si alguno de los métodos comienza a
tener fallas y a provocar cambios morfolagicos, fisiologicos o bioquimicos en la cepa
preservada, se cuenta con el otro método, para recuperarla con sus caracteristicas
originales. Cabe mencionar que para lograr todo esto y detectar cualguier cambio en
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las cepas, es indispensable contar un riguroso control de calidad periodico de las
cepas preservadas, es decir, realizarles pruebas de pureza, viabilidad y estabilidad
cada cierto tiempo (por ejemplo cada seis meses), registrar los datos y descartar
aquellos microorganismos que no cumplan con lo registrado originalmente y volver a
preservarios, cuidando cada una de las etapas a seguir en el proceso, para
determinar cual fue la causa de que se presentaran alteraciones en su motologia,
fisiologia o caracteristicas bioquimicas, En el caso de este trabajo, e control de
calidad solamente se realizdé cada mes a lo largo de ocho meses, pero es necesario
hacer las pruebas a los cuafro meses siguientes y asi sucesivamente para determinar
el periodo de tiempo maximo que puede ser almacenadas las cepas bajo este

metodo.
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5 CONCLUSIONES

Se preservd mediante secado en discos de agar una coleccion de cocos gram

posifivos, que incluyen 4 géneros, 23 especies, 4 variedades y 3 biotipos.

Se reglizaron 47 certificaciones, 21 identificaciones, 2 reclasificaciones y dos

eliminaciones por falta de viabilidad.

Se formé un registro completo de cada una’de las cepas en estudio, que incluye,
caracteristicas microscépicas, macroscopicas, fisioldgicas y bioguimicas, asi como
datos de los métodos de preservacién aplicados y un control de existencias y

distribucion.

El secado en discos de agar es un método de preservacién adecuado para preservar

Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus y Leuconostoc, durante ocho meses.

{.a pureza, viabilidad y estabilidad, de los géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Micrococcus y Leuconostoe, después del proceso de preservacion se mantuvo en
aptimas condiciones, obteniéndose al cabo de dicho tiempo un porcentaje del 92.8%

(65 cepas) de cepas recuperadas.

Estadisticamente no existe diferencia significativa entre el método de secado en
discos de agar y el de liofilizacién, con respecto af nimere de cepas recuperadas, con

un almacenaje de hasta 8 meses.

El control de calidad de la liofilizacion y el de secado, indicé que el primero provoco
una mayor reduccién del nimero de microorganismos durante el proceso de

preservacion,
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& |ag ventajas del secado en discos de agar, con respecto a la fiofilizacion son:
1) Bajo costo
2) Material y equipe a ufilizar accesible a cualquier tipo de
laboratorio.
3) Técnica sencilla
4) No requiere personal especializado.
5) Un solo frasco {con 30 o 40 discos) equivale aproximadamente a

30 o 40 ampolletas.

.

e La aplicacion de dos métodos de preservacion a un mismo grupo de
microorganismos, representa una mayor seguridad con respecto al periodo de tiempo
de almacenaje, esto significa, que no se depende solamente de un método para su
preservacion, sino que se cuenta con otra alternativa, en caso de que alguno

comience a inducir alteraciones en las caracteristicas originales de |a cepa.

s El bajo costo requerido en el secado en discos de agar, aunado al uso continuc de
Staphylococcus, Strepfococcus, Micrococcus, y Leuconostoc, enh la docencia e
investigacion, permiten que dicho método sea accesible a laboratorios pequerios que
no cuentan con la infraestructura y recursos econdmicos necesarios, como es ef caso

det Cepario de la Facuitad de Quimica.
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7 ANEXOS
Anexo 1
Medios de Cultivo

Formulas aproximadas en gramos por litro de agua destilada.

Arginina caldo de (de Falkow)

o

D (+)-glucosa 1.0
Peptona 50
Extracto de levadura 3.0
Arginina monohidroclorada 5.0
Purpura de bromocresol 0.02

pH final: 6.8+ 0.2

Preparacion:
Se disuelven los componentes de este medio en un litto de agua destilada. Se distribuye
en tubos y se esteriliza a 121°C, 15 lb de presién, durante 15 minutos. Se somete a

prueba de esterilidad,

Bilis Escufina Agar

Peptona 5.0
Extracto de carne 3.0
Bilis de buey 40.0
Esculina 1.0
Citrato de hierro (FeCeHsO7) 0.5
Agar 15.0

pH final : 6.6, + 0.2

Proparacion:
Disolver 64 gramos en un litro de agua destilada y calentar hasta ebullicién. Distribuir en

tubos y esterilizar en autoclave,
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DNAsa Agar

Triptosa 20.0

Acido desoxirribonucleico 2.0
Cloruro de sodio 50
Agar 12.0

pH final . 7.3 + 0.2

Preparacién:

Suspender 30 gramos en un litro de agua destilada y calentar hasta ebullicion. Esterilizar
a 121°C, durante 15 minutos. Una variante de la preparacién es adicionar o-toluidina (1
gramo por cada 100 mi de medio que se prepare) como indicador, ajustar el pH, y

posteriormente someter a esterilizacién.

Infusién cerebro corazdn agar

Infusién de cerebro de temera 200.0
Infusién cerebro de res 2500
Mezcla de peptonas 10.0
Cloruro de sodic 5.0
Fosfato disédico 25
Dexfrosa 2.0
Agar 15.0

pH final: 7.4+ 0,2

Preparacién:

Se hace una suspension con 52 gramos de material deshidratado en un litro de agua
destilada, se mezcla bien y se calienta agitando frecuentemente hasta ebullicién,
manteniendo asi durante 1 minuto. Se distribuye en tubos y se esteriliza en autoclave a

121°C, 15 Ib de presién, durante 15 minutos. Se somete a prusha de esterilidad.
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infusién Cerebre Corazdn Caldo
Composicion igual al anterior, s6lo que sin agar.

Preparacion:
Disolver 37 gramos en un litro de agua destilada. Distribuir y esterilizar en autoclave a

121°C, 15 Ib. de presion, durante 15 minutos.
Hipurato de sodio caldo de

Hipurato de sodio 10.0
Caldo de infusion cerebro corazon 1000 mi

Freparacién:

2a disuelve la sal en el caldo y posteriormente se esteriliza a 15 Ib de presién y a 121°C
por 15 minutos. Se realiza prueba de esterilidad al medio. Una vez preparado el medio
Jebe marcarse el nivel de este en el tubo que lo contiene, pues durante el
aimacenamiento e incubacién del medio puede ocumir la evaporacion de éste,
cambiando asf la concentracién del hipurato, pudiendo dar falsos positivos. Por sr-ilo se
recomienda checar el nivel del medio antes de utilizarlo y de ser necesario nivelarlo con

agua destilada.

: eche descremada
Preparacion.

Sg disuetven 100 gramos en un litro de agua destilada . Se distribuye en tubos y se

asteriliza en autoclave a 118°C, durante 30 minutos. Se somete a prueba de esterilidad
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Medio MIO

Extracto de levadura 3.0
Peptona de gelatina 10.0
Peptona de caseina 10.0
L-ornitina 5.0
Dextrosa 1.0
. Agar 2.0
Parpura de bromocresol . 0.02

pH final - 8.5 + 0.2

Preparacion:

Disolver 31 gramos en un litro de agua destilada. Calentar hasta ebullicién durante un
minuto, hasta disolverse completamente. Colocar en tubos de 13X100, con tapén de
rosca. Estérilizar en autoclave a 121°C, 15 Ib de presion, durante 15 minutos.

Nitratos Caldo
Extracto de came 3.0
Peptona 5.0
Nitrato de potasio 1.0
Preparacidn.

Pesar las cantidades indicadas, y disolverfas en un litro de agua destilada. Calentar

suavemente hasta ebuilicién. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave.

Rojo de Fenol Base de Caldo (Medioc Base para Carbohidratos)

Peptona de caseina 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Rojo de Fenol 0.018

pH final . 7.4 + 0.2
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Preparacién:

Se disuelven 15 gramos en un litro de agua destilada, agregandole de 5 a 10 gramos del
carbohidrato a probar, dependiendo de la concentracion final deseada de éste. Esterilizar
de 116 a 118°C, a no mas de 12 Ib de presion, durante 15 minutos.

Rojo de Fenol y Dextrosa Caldo

Peptona de caseina 10.0

Cloruro de sodio 5.0

Dexirosa 5.0

Rajo de fenol 0.018
pH final ; 7.4

Preparacion;
Disolver 20 gramos en un litro de agua destilada. Esterilizar en autoclave, de 116 a
118°C, a no mas de 12 |b de presion, durante 15 minutos.

Rojo de fenol y Lactosa Caldo

Peptona de caseina 10.0
Cioruro de sodio 50
Rojo de Fenol 0.018
Lactosa 5.0

pH final : 7.4 + 0.2
Preparacion:
Disolver 20 gramos en un litro de agua destilada. Esterilizar de 116 a 118°C, a no més
de 12 [b de presidn, durante 15 minutos.

Rojo de Fenol y Manitol Caldo

Peptona de caseina 10.0
Cloruro de sodio 5.0
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Rojo de Fenol 0018
Manitol 50
pH final : 7.4 + 0.2

Preparacibn:
Se disuelven 20 gramos en un litro de agua destilada. Esterilizar de 116 a 118°C, a no

mas de 12'Ib de presion, durante 15 minutos. No sobrecalentar.

Rojo de Fenol y Sacarosa Caldo

Peptona de caseina 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Rojo de fenol 0.018
Sacarosa 5.0

pH final : 7.4 + 0.2

Preparacion:
Se disuelven los componentes de este medio en un litro de agua destilada. Se distribuye
en tubos y se esteriliza a 121°C, 15 Ib de presién, durante 15 minutos. Se somete a

prueba de esterilidad.

Nutrifivo Agar
Peptona de gelatina 5.0
Extracto de carne de res 30
Agar 16.0
pH final : 6.8 + 0.2
Preparacion:

Se suspenden 23 gramos en un litro de agua destilada. Mezclar suavemente y calentar
con agitacién constante, hasta ebullicién, durante 1 o 2 minutos, o hasta disolucion

completa. Distribuir en tubos y esterilizar a 121°C, durante 15 minutos.
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Nutritivo Caldo

Peptona de carne 5.0
Extracto de carne 3.0
pH final: 7.0+ 0.2

Preparacion:

Se disuelven 8 gramos del polvo en un litro de agua destilada Si es necesario se
calienta suavemente para disolverlo. Se distribuye en tubos y se esteriliza a 121°C, 15 (b
de presion, durante 15 minutos, Se somete a prueba de esterilidad.

Sangre base de agar

Extracto de jevadura 5.0
Infusién de musculo cardiaco 2.0
Peptona de caseina 13.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0

Eritrocitos de carnero del 8 al 10%
pH final 7.3+0.2

Preparacion:
Se hace una suspension con 24 gramos del polvo en 550 mi de agua destilada. Se deja
reposar durante 5 minutos y se mezcla hasta obtener una suspensién uniforme. Se
calienta agitando frecuentemente y se hierve durante un minuto. Una vez fundido el
medic se le afiade un agitador magnético. Se esteriliza en autoclave a 121°C, a 15 |b de
presion, durante 15 minutos.

El agar esterilizado se deja enfriar hasta que alcance una temperatura de 45°C,
para entonces anadir el contenido de un frasco de sangre desfibrinada estéril al 10% (30
mi) a la vez que se hace rotar suavemente (con la ayuda de una parrilla) hasta que la
sangre esté uniformemente mezclada con el medio. Después se vacia a cajas de Petri

estériles.
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Sofucion salina isoténica

Cloruro de sodio 0.85
pH final: 7.0

Preparacion:
Se disuelve la sal en 100 ml de agua destilada, agitando y una vez disuelta, se distribuye

y esteriliza en autoctave a 121°C, a 15 Ib de presion, durante 15 minutos.

Soporte Medio de
Agar Nutritivo 2.3
Neopeptona 50
Lactosa 7.0
pH final : 7.0+ 0.2
Preparacion;

Disolver las cantidades indicadas en 100 ml. de agua destilada. Calentar ligeramente con
agitacion constante y suave, hasta disolucién completa de fos ingredientes. Distribuir en

tubos de 16X150 con tapdn de rosca Esterilizar en autoclave, de 116 a 118°C, 15 1b de

presion, durante 15 minutos

Urea {de Cristiensen) Caldo

Peptona 1.0
Cloruro de sodio 5.0
i KH2PO4 2.0
Glucosa 1.0
Urea 2.0
Rojo de fenol 0.012
pH: 6.8
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Preparacién;
Pesar las cantidades indicadas y disclverlas en un litro de agua destilada. Esterilizar por
filtracién {Método del filtro de membrana Millipore, diametro del poro de 0.45 micras).

Distribuir en tubos en tubos estériles. Someter a prueba de esterilidad.

NOTA: en el caso de algunos agares, no se distribuyeron en tubos de ensaye, sino en
cajas, para los cuales se esterilizaron en un matraz y posteriormente se vaciaron en

cajas Petr dentro de una campana de flujo laminar. Posteriormente se sometieron a

prueba de esterilidad.
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Anexo 2

Reactivos

Reactivos de Tinciones

1.- Tincién de Gram
Solucion de cristal violeta oxalato de amonio
Solucion yodo-yodurada de ugol .
Agente decolorante
Coiorante de contraste
- Solucion de eristal violeta oxalato de amonio:

Solucién 1 : se disuelven 2 gramos de cristal violeta en 20 ml de alcohol

etilico al 95%.

Solucién 2 : se disuelven 0.8 gramos de oxalato de amonio en 80 ml de agua

destilada.

Dejar la solucioén 2 en reposo durante una noche 0 calentar débilmente hasta que

se solubilice. Después mezclar con la solucién 1y someter a filtracion.

- Solucién yodo-yodurada de lugot:

En un mortero mezclar 1 gramo de yodo y 2 gramos de yoduro de potasio,
molero finamente, agregar una pequefia cantidad de agua para lavar el material, aforar
a 300 ml y agitar vigorosamente. Guardar las solucién resultante en un frasco ambar.

- Agente decolorante:

Se mezclan 250 ml de alcohol etilico al 95% con 250 ml de acetona,

- Colorante de contraste (Solucién diluida de safranina).

Se disuelven 2.5 gramos de safranina en 100 mi de alcohol etilico al 95%.

Posteriormente se mezclan 25 ml de esta solucién con 75 ml de agua destilada.

Filtrar la solucién.
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Reactivos para las pruebas de hidrdlisis

1) Hidrdfisis de hipurato

Cloruro férrico i2.0¢
Acido clorhidrico 20ml
Agua destilada 100.0 m!

Se pesan_las cantidades indicadas, y se disuelven en la cantidad indicada de agua

destitada, la solucién que se obtiene se guarda en refrigeracién

2) Prueba de la catalasa
Peréxido de hidrogeno 30.00 ml
Agua destilada 100.0 ml
Se mide |a cantidad indicada de peréxido de hidrogeno y se mezcla perfectamente con el

agua destitada.

3) Prueba de la oxidasa
Reactivo de Kovacs ;
Diclorhidrato de tetrametil -p- fenilendiamina al 1%
Disolver 1 gramo de reactivo en 100 ml de agua destilada 6 0.1 gramo en 10 ml
dependiendo de la cantidad de reactivo a ufilizar. Debe prepararse minutos antes de

utilizarse.

4) Produccién de acefoina

Alfa - naftol 50g
Hidréxido de potasio 40.0g
Etanol 100 mt
Agua destilada 100 mi

Se prepara una solucién etanolica al 5% de alfa-naftol (no usar después de 48 horas) y

una solucion al 40% de hidroxido de potasio
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5} Reducctén de nitratos
Acido sulfanilico 80¢9
Alfa-naftifamina 509
Acido acético 5N, 30% 2000.0 ml

Reactivo 1 : se disuelven 8 gramos de &cido sulfanilico en 1000 ml de acido acético SN.
Reactivo 2 : se disuelven 5 gramaos de alfa-naftilamina en 1000 ml de acido acético SN,
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