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Resumen

Durante mucho tiempo los microrganismos han sido vistos por el hombre como un
enemigo, los nuevos conocimientos y tecnologia han dado una nueva perspectiva
sobre los microrganismos, en este sentido el propdsito de la ciencia debe ser el
preservar las especies bacterianas en condiciones en las cuales permanezcan
estables. La crioconservacion se ha convertido en la eleccion con mas ventajas y
por ello es necesario considerar diferentes factores que estan implicados en este
proceso como son: temperatura de conservacion, estrés bacteriano,
crioconservadores, entre otras. En el laboratorio de Oncologia Celular de la Unidad
Multidisciplinaria de Investigacion Experimental Zaragoza la cepa E. coli XL-1 Blue
LTC es de gran importancia para desarrollar nuevos estudios en la rama de
oncologia, por lo que el propdsito de este proyecto fue ajustar las condiciones de
crioconservacion para la cepa. Como resultado del proyecto se ajustd el micro-
método utilizando leche descremada como crioconservador a tres diferentes
temperaturas - 22, - 70 y - 196°C, demostrando con evidencia experimental que el
micro-método el cual se retdé a temperaturas extremas conservo la estabilidad
bioquimica de la cepa E. coli XL-1 Blue LTC durante un periodo de 6 meses a

- 196 °C.
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Introduccion

Una vez que hemos aislado a las bacterias de interés, estas deben de ser
caracterizadas mediante ensayos de taxonomia polifasica, ademas es
recomendable resguardarlas para estudios futuros. La preservacion de bacterias es
un paso muy importante, debido a que las bacterias representan un potencial
biotecnoldgico, asi que, si conservamos estos microorganismos estables,
resguardamos dicho potencial. Para la conservacion de los diferentes
microorganismos debemos tomar en cuenta ciertas recomendaciones: se deben
evitar posibles contaminaciones durante el proceso de conservacion, durante el

tiempo que sobrevivan en numeros elevados y genéticamente estables.

1.- Marco teérico

La microbiologia se origind en 1677 cuando Antonie van Leeuwenhoek observé por
primera vez los microorganismos con una lente primitiva. Sus cartas a la Sociedad
Real de Londres constituyen una cronica de sus primeras observaciones, aunque
mantuvo en secreto sus métodos de fabricacidon de lentes, por lo cual se llevo
consigo a la tumba gran parte de la tecnologia que desarrollé. Noventa afios
después, mediante el empleo de lentes compuestas mas complicadas, Carolus
Linnaeus describid seis especies bacterianas, aunque no establecio una correlacion

solida entre la presencia de microbios y la ocurrencia de enfermedades. '

Omar Jair Rojas Meza




En la actualidad la microbiologia es una de las de las disciplinas cientificas mas
amplias y diversas. No sélo incluye la bacteriologia, biologia molecular,
inmunologia, micologia, virologia y parasitologia, sino que ha dado lugar a la

revolucion en bioingenieria y genética molecular.’

1.1.- Clasificacion de las bacterias

Una bacteria es un microorganismo unicelular sencillo que, a diferencia de una
célula humana carece de organelos intracelulares recubiertos de membrana como,
nucleo, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico o mitocondria. Por tanto, las
actividades fundamentales de tipo metabdlico y biosintético de la bacteria se
efectuan dentro del citoplasma y de la cubierta celular. Como las células de los
protozoarios, hongos, plantas, humanos y otros animales constan de nucleos
organizados y recubiertos de membrana, estos microorganismos se clasifican como
eucariotas (del griego eu, que significa “verdadero “y karyon, “nucleo”). En contraste,
las bacterias carecen de nucleo verdadero se clasifican como procariotas (de pro,
que significa “antes”). Hay otras diferencias importantes entre las células humanas
y bacterianas que van mas alla de la presencia o ausencia de un nucleo verdadero.
Las bacterias difieren de las eucariotas por la estructura y composicion de su
envoltura celular, los mecanismos de sintesis proteica, el sitio en que se efectuan
las diversas actividades celulares fundamentales, la estructura de los apéndices
celulares como los flagelos, y por sus actividades metabdlicas. Estas diferencias
entre las células humanas y las bacterianas son importantes porque permiten
encontrar blancos unicos para la accion de antibidticos y ello asegura que dichos
antibiéticos tengan toxicidad selectiva. '
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1.2.1.-Clasificacién por género y especie

Las bacterias se nombran por su género y especie, tradicionalmente se basan en
sus caracteristicas descriptivas de las bacterias, como su estructura y morfologia,
sus caracteristicas de tincion y sus actividades metabdlicas. El reciente
advenimiento de las avanzadas técnicas de biologia molecular transformé la
taxonomia en un ejercicio de comparacion de los patrones en gel del DNA y el RNA
de transferencia (tRNA), de la secuencia genética y de los porcentajes de guanina
y citosina en el cromosoma. En algunos casos las bacterias se subdividen en
estereotipos 0 subespecies conforme a los antigenos superficiales, su capacidad
para infectarse por bacteriofagos especificos, estados de enfermedad con los
cuales se relacionan en forma unica o por sus caracteristicas metabdlicas y

biosintéticas.’

1.1.2.- Clasificacion por tamafio y forma

Las bacterias son de diversos tamafios y formas: van desde las espiroquetas, que
pueden tener hasta 250 pm de longitud, hasta los micoplasmas estéricos, que tienen
un diametro de 0.15 pm y apenas se observan con el microscopio comun. La mayor
parte de las bacterias de importancia médica corresponde a bastoncillos (bacilos) o
esferas (cocos), aunque las hay en forma de espiral (espiroquetas), bastoncillos
cortos y gruesos que casi no pueden distinguirse de los cocos (cocobacilos) o con
forma de coma, que en realidad son hélices truncas (vibrios). Cuando los bacilos o
cocos forman cadenas, se llaman estreptobacilos o estreptococos (del griego

streplos, que significa “cadena torcida"). Los grupos de cocos reciben el nombre de
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estafilococos (del griego staphylé, “racimo de uvas"); los pares de cocos se conocen
como diplococos y las tétradas se llaman sarcinas (del latin sarcina “un paquete").
Con el tiempo las bacterias adoptan tamafo o forma variable al envejecer o
conforme el medio ambiente se modifica. Los cultivos de las mismas pueden
contener bastones de longitud diversa, que se denominan bacilos pleomorfos. Por
ultimo, hay algunas bacterias con morfologia poco comun. Los microorganismos
Caulobacler, por ejemplo, reciben este nhombre porque tienen una protuberancia
similar a un tallo en un extremo (del latin caulis, “tallo de planta”). Los
microorganismos del género Actinomyces poseen apariencia superficial de hongos
y forman colonias similares a mohos, llenas de bastoncillos elongados con aspecto

de hifas lungales.’

1.1.3.- Clasificacion por caracteristicas de tincién de Gram

La mayor parte de las bacterias que se obtienen de muestras clinicas se identifican
en forma inicial haciéndolas crecer en un cultivo puro o en un medio artificial y
después se examina la forma y el color de las mismas mediante la colocacién de
una muestra del cultivo en un portaobjetos y su tincién. En casi todos los casos el
procedimiento inicial clave es la tincion de Gram; Al examinar con una lente de
inmersion en aceite las bacterias tefidas, las Gram positivas se muestran de color
azul o purpura, pero las Gram negativas tienen apariencia roja o rosada. Las
muestras tefidas que se toman de cultivos envejecidos de bacterias Gram
positivas contienen una mezcla de bacterias azules y rosas, se dice que son Gram
variables. El procedimiento de tincion de Gram permite diferenciar dos principales

grupos de bacterias, cuyas cubiertas celulares son muy distintas entre si.
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El mecanismo de la tincién de Gram se basa en diferencias de la estructura de la
pared celular de las bacterias Gram negativas y Gram positivas, asi como en la
forma en que reaccionan frente a diversos reactivos utilizados en la tincion. El
principal colorante que se emplea en esta técnica (Cristal violeta) tifie de color
violeta tanto las células Gram positivas como las células Gram negativas porque
ingresa en el citoplasma de ambos tipos de células. Con el cristal violeta dentro del
citoplasma, la aplicacion e ingreso al citoplasma de yodo (el mordiente) determina
la formacion de un complejo con el colorante que no puede atravesar la pared
celular debido a su gran tamafno. La aplicacion de alcohol deshidrata el
peptidoglucano de las células Gram positivas y las torna aun mas impermeables
al complejo cristal violeta-yodo por lo tanto la célula no es capaz de liberar el
complejo. En el caso de las células Gram negativas el efecto es muy diferente,
dado que el alcohol disuelve la membrana externa de las células e incluso crea en
la capa de peptidoglucano pequenos orificios a través de los cuales se difunde el
cristal violeta -yodo. Como las bacterias Gram negativas se tornan incoloras
después del lavado con alcohol, el agregado de safranina (el colorante de contraste)
determina que las células adquieran un color rosado. La safranina crea un contraste
con el colorante principal (cristal violeta). Si bien la safranina es absorbida tanto por
las células Gram positivas como por las células Gram negativas, el color rosado
de este colorante es enmascarado por el colorante violeta mas intenso que
absorbieron antes las células Gram positivas. En cualquier poblacién de células
algunas células Gram positivas responden como células Gram negativas. Estas

células en general son inviables. No obstante, existen algunos géneros de bacterias

Gram positivas que desarrollan una cantidad creciente de células Gram negativas
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a medida que el cultivo envejece. Los géneros Bacilus y Clostridium representan
ejemplos de este tipo de bacterias y a menudo se describen como Gram

variables.26

1.2.- Diferencias estructurales en la pared celular en la coloracion de Gram

La cubierta de una bacteria es el conjunto de capas integrales que la rodean,
llamadas de manera especifica membrana celular y pared célula. La bacteria Gram
positiva tipica tiene una cubierta de dos capas que consta de una pared celular
altamente entrecruzada, de capas multiples y gruesa formada por peptidoglucano.
En contraste la bacteria Gram negativa tipica tiene una cubierta celular que consta
de una membrana citoplasmatica, una pared celular delgada y una membrana
externa, como una hojuela formada sobre todo por una molécula similar al

fosfolipido, que se llama lipopolisacarido.

En la mayoria de las bacterias Gram positivas la pared celular estd compuesta por
varias capas de peptidoglucano que conforman una capa gruesa y rigida, ademas
su pared celular contiene acidos teicoicos, que estan compuesto principalmente por
un alcohol (Glicerol o ribitol). y fosfato. Existen dos clases de acidos teicoicos: el
acido lipoteicoico que abarca toda la capa de peptidoglucano y esta unida a la
membrana plasmatica, y el acido teicoico mural, que esta unido a la capa de
peptidoglucano. La carga negativa de los acidos teicoicos (generada por los grupos
fosfato asociados) determina que estos compuestos se unan a los cationes y

regulen su movimiento hacia el interior y el exterior de las células.
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Estos acidos también pueden contribuir al desarrollo celular al prevenir la ruptura de
la pared celular y reducir el riesgo de lisis. Por ultimo, los acidos teicoicos son
responsables de una gran parte de la especificidad antigénica de la pared celular y

en consecuencia permiten la identificacion de las bacterias.?

La pared celular de las bacterias Gram negativas esta compuesta por una capa o
por muy pocas capas de peptidoglucano y una membrana externa. El
peptidoglucano estad unido a lipoproteinas (lipidos unidos a proteinas mediante
enlaces covalentes) de la membrana externa y se encuentra en el periplasma, una
sustancia gelatinosa localizada entre la membrana externa y la membrana

plasmatica.?6

La pared celular de las bacterias Gram negativas no contiene acidos teicoicos y el
hecho de que contenga una escasa cantidad de peptidoglucano aumenta su
susceptibilidad a la ruptura mecanica. La membrana externa cumple diversas
funciones especializadas, su intensa carga negativa dificulta considerablemente la
fagocitosis y la actividad del complemento (lisis de las células e induccion de la
fagocitosis), dos componentes de las defensas del huésped. La membrana externa
también constituye una barrera que impide el paso de ciertos antibiéticos (p. €j., la
penicilina), de enzimas digestivas (p. €j., la lisozima), de detergentes, de metales
pesados, de sales biliares y de ciertos colorantes. Sin embargo, la membrana
externa no impide el paso de todas las sustancias presentes en el medio externo,
puesto que las células necesitan nutrientes para sustentar el metabolismo. La
permeabilidad de la membrana externa se debe en parte a la presencia de proteinas

llamadas porinas, las que forman canales de membrana. Las porinas permiten el
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paso de diversas moléculas, como nucleétidos, disacaridos, péptidos, aminoacidos,

vitamina B y hierro. 26

El componente LPS de la membrana externa es responsable de dos caracteristicas
importantes de las bacterias Gram negativas. En primer lugar, la fraccién
polisacarida estd compuesta por azucares llamados polisacaridos O que actuan
como antigenos y son utiles para diferenciar las distintas especies de bacterias
Gram negativas. Esta propiedad es similar a la de los acidos teicoicos en las
bacterias Gram positivas. En segundo lugar, la porcion lipidica del lipopolisacarido,
denominada lipido A, se conoce con el nombre de endotoxina y ejerce un efecto

toxico sobre la circulacion sanguinea o el aparato digestivo del huésped. 26

1.3.- Componentes de la cubierta celular bacteriana

Para comprender de qué manera interaccionan las bacterias con el medio ambiente,
como ocasionan enfermadas y en qué forma trabajan los antibiéticos es importante
conocer la estructura, la actividad, sintesis y control de las diversas partes
bacterianas. Como las bacterias interaccionen con el mundo que las rodea a través
de la cubierta celular y las estructuras relacionadas con ella, se examina a detalle

cada aparte de dicha cubierta.

1.3.1.- La membrana citoplasmatica

Estructura

Las membranas citoplasmaticas de las bacterias Gram positivas y Gram negativas

son similares. Cada una de ellas tiene una membrana citoplasmatica trilaminar,
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formada de proteinas (60-70%), lipidos y fosfolipidos (20-30%), y una pequefia
cantidad de carbohidratos. Los fosfolipidos forman una bicapa con los extremos

polares orientados hacia al interior de la bicapa de lipidos. '

Las principales funciones de la membrana citoplasmatica son 1) actuar como
barrera osmotica. 2) servir como sitio de permeabilidad selectiva y del transporte
mediado por portadores. 3) ser el sitio de actividad de los citocromos y de la
generacion de fuerza motriz de protones (FMP), 4) sintetizar la pared celulary  5)

constituir un sitio para implantacién del cromosoma. '

Como la membrana citoplasmica es una pelicula de lipidos, forma una barrera
osmotica que nada mas permite el paso de moléculas mas pequeinas que el glicerol
para su difusion hacia el citoplasma. El glicerol y las moléculas de mayor tamafo
solo entran al citoplasma ayudadas por permeasas, las cuales son pretinas de
transporte muy especificas que abarcan la membrana citoplasmatica. Por tanto,
dicha membrana es un sitio en que se efectia la permeabilidad selectiva y el

transporte mediado por portadores. '

La membrana citoplasmica también es el sitio donde se realiza la sintesis en este
lugar se halla implantado el cromosoma unico. Las enzimas para biosintesis de
lipidos complejos se encuentran en la membrana citoplasmica, asi como las
enzimas que sintetizan la pared celular en algunas bacterias la membrana
citoplasmica experimenta invaginacion para formar mesosomas, los mesosomas
que se localizan a lo largo del eje de mayor tamaino de un bacilo se conocen como

mesosomas laterales y se considera que participan en la secrecion de proteinas
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extracelulares. Otros reciben el nombre de mesosomas septales se encuentran en
el septo o tabique entre bacterias adyacentes conectadas y se cree que participan
en la segregacion de copias del cromosoma hacia las células hijas durante la

division celular.

El periplasma

Solo las bacterias Gram negativas tienen membrana interna (membrana
citoplasmica) y membrana externa, unicamente ellas tienen periplasma. Dicho
periplasrna es mas que un simple espacio entre dos membranas es la antesala del
citoplasma, donde los precursores nutricionales y biosintéticos y los antibidticos
aguardan antes de penetrar al citoplasma. Las moléculas de gran tamano que
ingresan al periplasma son descompuestas alli en sus partes constituyentes
mediante enzimas periplasmicas. Los aminoacidos y monosacaridos resultantes se
transportan después al interior del citoplasma por medio de permeasas ubicadas en
la membrana citoplasmica dado que el transporte de algunas de estas moléculas es
facilitado por proteinas de enlace de alta afinidad y especificas para sustratos que
se encuentran en el periplasma, también permite que las bacterias Gram negativas
se protejan completamente de la accion de algunos antibidticos ya que concentran
un numero reducido de moléculas de hidrolasas de antibidticos en este pequefo
espacio. Por ultimo, la pared celular de las bacterias Gram negativas se halla por

completo en el interior del periplasma.’

1.3.2.- La pared celular

Caracteristicas generales
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La pared celular bacteriana es un saco que rodea la célula como si fuera una bolsa
membranosa, en ocasiones llamado saculo de mureina, la forma sobre todo de un
polisacarido unico que recibe el nombre de peptidoglucano, el cual se encuentra en
todas las bacterias excepto en los micoplasmas y las bacterias haléficas que viven
en medios hipertonicos e hiperosmoéticos, la pared celular confiere rigidez a la célula
y evita su lisis osmética. Cuando la pared celular de una bacteria se retira ocurren
dos cosas: la bacteria asume forma redonda si es un bastoncillo y experimenta lisis

si se coloca en un medio hipotonico. '

Constituyentes de la pared celular

Peptidoglucano

1) Estructura. El peptidoglucano esta formado por unidades repetidas de disacarido,
N-acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-acetiimuramico (MurNAc) dentro de cada
unidad del GIcNA, se une con el MurNAc mediante un enlace glucosidico 1,4-beta.
Las unidades de GIcNAc-MurNAc también estan interconectados por enlaces
glucosidicos 1,4-beta y éstos sib kis que se rompen mediante la accion de las

lisozimas. '

El MurNAc es un GLcNAC al cual se le adiciono un grupo O-lactilo, que esta unido
a una serie de aminoacidos el péptido MurNAc contiene nuevos aminoacidos,
incluso D-alaninan y D-glutamato. Las bacterias Gram negativas en general tienen
un acido meso-diaminopimélico (meso-DAP) como penultimo aminoacido en el
péptido MurNAc, lo mismo que algunas bacterias Gram positivas. EI DAP es lisina

con un grupo carboxilo adicional.”
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Cuando el péptido glucano s forma, los disacéaridos se enlazan primero de manera
lineal a través de enlaces 1,4-beta y después experimentan entrecruzamiento con
estos enlaces peptidicos. El entrecruzamiento confiere la fuerza y rigidez a la pared
frente a la presion osmatica y permite que el peptidoglucano forme una red en torno

a la bacteria. '

El saculo de mureina en las bacterias Gram negativas difiere en forma significativa
del que rodea las bacterias Gram positivas, en las bacterias Gram negativas suele
haber solo una capa de peptidoglucano, el entrecruzamiento es lateral y los enlaces
cruzados siempre se forman entre alanina y DAP. En contraste, las bacterias Gram
positivas en general tienen paredes celulares gruesas y presentan hasta 40 capas
de peptidoglucano de alto entrecruzamiento, las bacterias Gram positivas varian los
sustituyentes de su péptido MurNAc en las posiciones 2 y 3 para facilitar el
entrecruzamiento mas amplio. Estas variaciones permiten enlaces entrecruzados
que difieren de los que se presentan en la pared celular Gram negativa, ademas
una vez que el DAP y la D-alanina se enlacen de manera directa mediante el enlace
peptidico, muchas bacterias Gram positivas construyen enlaces cruzados que
contienen péptidos intermedios, esto permite que se establezcan enlaces cruzados

mas prologados, que incluyan enlaces cruzados entre capas. '

El peptidoglucano sirve como ancla para moléculas unicas en las bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Unidas a ocasionales grupos 6-hidroxilo sobre unidades
GIcNAc en bacterias Gram positivas, se encuentran cadenas de polioles altamente
sustituidos que se conoce como acidos teicoicos. Estos componentes antigénicos

de importancia en las bacterias Gram positivas se describen con mayor amplitud
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mas adelante. Las bacterias Gram negativas no tienen acidos teicoicos, en lugar de
ello, una lipoproteina que se conoce como lipoproteina de Braun se une al grupo
carboxilico termina de alrededor de un décimo de moléculas de DAP, dicha
lipoproteina se extiende al interior de la bicapa de lipidos de la membrana externa
y ancla la membrana externa a la pared celular. En todas las bacterias Gram
negativas examinadas se detecta la lipoproteina de Braun, con excepcion de las

especies de Pseudomonas.’

2) Sintesis de la pared celular. La sintesis de la pared celular se inicia con la
conversion de la fructuosa 6-fosfato en glucosamina 6-fosfato y enseguida se
agrega acetilo para transformar la molécula en 6-fosfato de N-acetilglucosamina,
después que se cambia de posicion el fosfato, la N-acetilglucosamina 1-fosfato se
une al difosfato de uridina (UDP). A continuacion, se agrega PEP para transformar
la molécula en UDP-MurNAc y se suman de manera secuencia aminoacidos
individuales del péptido MurNAc al grupo O-lactico. Este proceso da una molécula
de pentapéptido de UDP-MurNAc, en la cual el péptido esta formado por L-

alanina, acido D-glutamico, L-lisina, D-alanina y D-alanina.’

En el siguiente paso lo importante es el desplazamiento de monofosfato de
uridina(UMP) del UDP-MurNAc-pentapéptido mediante una molécula portadora de
55 carbonos de lipido de isoprenol llamada bactoprenol o undecaprenol. El
bactoprenol esta formado por 11 unidades de isopreno y se halla anclado a la
membrana citoplasmica. El dilosiato de MurNAc-bactoprenil (MurNAc-P-P-
bactoprenol) Sirve como cadena principal en la siguiente serie de eventos. Se

agrega GIcNAc al MurNAc através de un enlace glucosidico 1,4-beta y las cinco
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glicinas que sirven como puente entre los MurNAc se agregan como cinco glicil-
tRNA individuales. Esto da lugar a la unidad fundamental de disacarido que se
sumara al saculo de mureina. El bactoprenol lleva el disacarido a un punto de
crecimiento en la pared celular. En este sitio, las enzimas autoliticas (p.ej., las
amidasas) acortan el peptidoglucano existente a nueva unidad de disacaridos se
agrega al saculo para formar enlaces glucosidicos 1,4-beta. El portador de difosfato
de bactoprenilo se libera y después se desfosforila para dar monofosfato de
bactoprenilo, si la desfosforilacion del portador no se verifica, la sintesis de la pared
celular se detiene porque se carece de portador disponible para aceptar nuevas
unidades GIcNAc o MurNAc. Tres antibidticos bloquean la sintesis de la pared
celular al interferir con la provision de fosfato de bactoprenilo, la vancomicina y la
ristocetina bloquean la transferencia del disacarido del difosfato de bactoprenilo al
sitio de crecimiento de mureina y la bacitracina detiene la desfosforilacion del

difosfato de bactoprenilo, que es necesaria para regenerar la molécula portadora.’

En los pasos finales de la sintesis de peptidoglucano cada bacteria tiene una o mas
transpeptidasas que catalizan la formacion de enlaces cruzados en la pared celular.
Hay dos D-alaninas al final del péptido MurNAc O-lactilo, el grupo aminico de la
glicina terminal en el péptido de enlace cruzado ataca el enlace entre las dos D-
alaninas, con ayuda de la transpeptidasa, la D-alanina terminal se desplaza y es
reemplazada por un enlace peptidico entre la glicina del enlace cruzado y la
penultima D-alanina. Este enlace cruzado completa la insercién de la unidad de
disacarido dentro del saculo de mureina en expansién. Cada bacteria tiene multiples

tipos de transpeptrdasas porque diferentes tipos se emplean para reparar o
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extender el saculo y diversos sitios de la pared (como la punta en la comparacién
don el lado mas prolongado del bacilo) utilizan transpeptidasas también se conocen
como proteinas entrelazantes de penicilina (PBP) porque son los principales
blancos de los antibiéticos lactamicos beta, como penicilinas, cefalosporinas y

monobactamas. '

3) La pared de la célula bacteriana y las enfermedades. La liberacion de las
unidades estandar de peptidoglucano durante la infeccion se relaciona con la
actividad patégena. No obstante estudios recientes demostraron que los residuos
de MurNAc de algunas bacterias estan O-acetilados en el grupo C-6 hidroxilo. Los
residuos de MurNAc O-acetilados resisten la accion hidrolitica de la lisozima y las
glucosidasas producidas por las células fagocitarias, lo que permite que las
bacterias con peptidoglucano O-acetilado resistan la lisis enzimatica. El porcentaje
de residuos MurNAc O-acetilados varia de 10 a 100%segun la especie bacteriana,

pero en general es de 30 a 50%. '

No se sabe de qué manera los fragmentos de peptidoglucano producen respuestas
tan diversas, los efectos como somnolencia y fiebre se atribuyen a la capacidad

para estimular la produccion de interleucina 1.’
Acidos teicoicos y acidos lipoteicoicos

1) Estructura de los acidos teicoicos. La envoltura célula de las bacterias Gram
positivas contiene cadenas da hasta 30 fosfatos de glicerol o ribiol entrelazados por
enlaces fosfodiestéricos y se extienden desde la cubierta celular hasta el ambiente.

Estas cadenas de polioles se llaman acidos teicoicos, los grupos alcohol de los
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acidos teicoicos estan sustituidos con azucares, por lo que estas moléculas son muy
antigénicas. En algunos casos hasta 50% de los complejos de la pared celular es
acido teicoico, los acidos teicoicos existen en forma de acidos lipoteicoicos o acidos

teicoitos de la pared. '

a) Acidos lipoteicoicos. Todas las bacterias Gram positivas tienen acidos teicoicos
unidos a los lipidos de la membrana citoplasmica, que atraviesan la pared celular y
se atienden hacia el ambiente, estos se llaman acidos lipoteicoicos y en general
estan formados por cadenas muy sustituidas de fosfato de glicerol. Los acidos

lipoteicoicos son determinantes antigénicos importantes en algunas bacterias. '

Acidos teicoicos de la pared. Algunas bacterias Gram positivas tienen acidos
teicoicos unidos a grupos ocasionales 6-OH sobre el acido N-acetilmuramico, estos
acidos teicoicos de la pared no se han estudiado tan a fondo como los acidos
lipoteicoicos. Pero quiza también funcionen como determinantes antigénicos
importantes en las bacterias Gram positiva, por ejemplo el carbohidrato C de S.
pneumoniae es un acido teicoico de la pared. En la mayor parte de los casos el
acido teicoico de la pared y el acido lipoteicoico de una misma bacteria carecen de

relacidn estructural.’

1.3.3.- La membrana externa

Caracteristicas generales

Las bacterias Gram negativas son las unicas que tienen una membrana fuera del

complejo de la pared celular. Como la membrana citoplasmatica, la membrana

externa es trilaminar y consta principalmente de los fosfolipidos orientados con los
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extremos polares hacia el exterior y las regiones hidrofébicas en la parte media de
la bicapa. Las lipoproteinas flotan en esta bicapa las prolinas y las proteinas
similares a prolinas de la membrana externa hacen posible que la membrana sirva
como filtro molecular que restringe el acceso de algunas moléculas a la pared
celular y a la membrana citoplasmatica, solo permite la entrada de las moléculas

que pueden atravesar los canales de membrana externa. '

En todas las bacterias Gram negativas, excepto en las especies de Peudomonas,

la membrana externa esta anclada a la pared celular por medio de la lipoproteina
de Braun. La membrana externa domina las actividades sociales de las bacterias
Gram negativas al proporcionar estructuras y receptores que afectan la adherencia
a las células huésped, la resistencia a la fagocitosis y la susceptibilidad a los
bacteriéfagos. EI componente clinico mas significativo de la membrana externa es

una molécula similar a un fosfolipido llamada lipopolisacarido.’

Constituyentes de la membrana externa

Lipopolisacarido

A diferencia de la membrana citoplasmatica, la membrana externa es asimétrica, Es
decir, mientras que la hoja interna esta formada por fosfolipidos, lipoproteinas y
proteinas hidrofébicas, la hoja externa la conforman sobre todo los canales de
membrana que abarcan la membrana externa y una molécula similar a un fosfolipido

que tiene actividad farmacoldgica llamada lipopolisacarido (LPS). *
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1.4.- Apéndices de las células bacterianas

Las bacterias tienen diversos apéndices que se extienden desde las superficies y
llevan a cabo la locomocion o la adherencia a las superficies del huésped, hay dos
apéndices celulares proteicos importantes: los flagelos y los pili. Los flagelos son
apéndices locomotores, los diversos tipos de pili (fimbras) actuan como adhesiones
celulares y participan en la transferencia de DNA durante la conjugacion o median

la resistencia de la fagocitosis.

Flagelos

Casi todas las bacterias con movilidad nadan por que cuentan con filamentos
proteicos llamados flagelos que se extienden desde su superficie hacia el medio.
Algunas bacterias, como las cepas de Proteus de gran motilidad que forman
“‘enjambres” en el medio de agar, estan rodeadas por docenas de flagelos y se dice
que son peritricas (lo que significa literalmente, rodeada de cabellos), mientras que
otras bacterias tienen mechones de flagelos en ambos polos, un solo mechén en
uno de los polos o un solo flagelo en alguno de los polos, las espiroquetas se
enroscan en torno a flagelos especializados que se llaman filamentos axiales y se

encuentran debajo de una membrana externa.

Estructura de los flagelos

Los flagelos de las bacterias difieren de los que tienen las eucariotas. Los flagelos
de eucariotas estan formados por tiras de turbulina que siguen un patréon 9+2. En
contraste, el filamento de un flagelo bacteriano es una hélice izquierda de unidades

repetidas de proteina simplemente llamada flagelina. '
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En la base del flagelo y la membrana citoplasmatica, se encuentran las proteinas
que sirven como activador y motor del flagelo. Las proteinas motoras (Mot) actuan
como canal que une el paso de protones a través de la membrana citoplasmatica
con la rotacién del flagelo. El flagelo no golpea ni hace ondulaciones; mas bien es

una hélice rigida que gira como una hélice."

Estudios recientes demostraron que una fuerza motriz de protones impulsa de
manera directa la rotacién del flagelo y que una revolucién del flagelo requiere de
alrededor de 1000 protones regresen a través de la proteina MotA hacia el
citoplasma. Los flagelos de Escherichia coli giran hasta 300 veces/seg, este es un
proceso muy eficaz algunas bacterias que tienen 1 um de longitud viajan hasta 200
pm/segundo, esto equivaldria a un hombre de 1.80 m que corriese 366 m/s. O 1316

km/h. 1

Funciones

Las bacterias se desplazan hacia sustancias que se conocen como
quimioatrayentes, este fenomeno la quimiotaxis, no ocurre por percepcion de un
gradiente de quimioatrayentes a través de la superficie de la bacteria por que la
superficie bacteriana es demasiado pequefia, la bacteria nada durante un segundo,
da vueltas durante 0.1 seg y después nada otro segundo en el sentido que haya
reorientado después de girar. Cuando hay quimioatrayentes presentes la bacteria

nada mas tiempo hacia el atrayente y adquiere un moviento neto hacia el agente
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quiostactico. La membrana citoplasmativa de la bacteria motil contiene una serie de
receptores llamados proteinas de quimiotaxis aceotiras de metilo (MCP), Las MCP
tienen un receptor en el periplasma, pueden atravesar la membrana y poseen un
modulo ubicado en la cara interna del citoplasma y en contacto con proteinas del
interior de la bacteria, por lo menos algunas MCP se enlazan con proteinas de
enlace periplasmicas de alta afinidad. Cuando hay un quimiorrepelente presente

interactua con la MCP y afecta su grado de metilacion.

1.5.- Recombinacién heteréloga
Los genes nuevos se introducen a un replicon mediante la combinacion
generalizada, recombinacién especifica en un sitio o recombinaciéon por

transposicion. '

Recombinacion generalizada: Este proceso se produce cuando un fragmento del
DNA donador contiene una secuencia de polinucleétidos homologa al fragmento de
DNA que se encuentra dentro del cromosoma receptor o plasmido. La proteina
RecA facilita el intercambio entre sitios reciprocos y da lugar a la formacién de un

replicon hibrido."

Recombinacion especifica en un sitio: Este proceso consiste en la introduccién de
un segmento de DNA que puede insertarse solo en un sitio discreto del replicon
receptor, un ejemplo es el bacteriéfago lambda que siempre se inserta entre los
genes gal y bio de E. coli. En lugar de la proteina RecA, dicho proceso utiliza
diversos productos genéticos del fago lambda, para que la insercion se verifique se

emplea el producto genético lambda int y para que se efectué la escision del
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fendmeno del fago con respecto al huésped es necesario el uso de los productos

genéticos lambda int y xis."

Recombinacion por transportacion: Mediante este proceso pequeios segmentos
genéticos que no son de replicdn y se llaman transposones, se desplazan de un
sitio a otro sobre un mismo genoma o de un replicon a otro. Los transposones,
conocidos también como elementos de transposicion o elementos Tn, son
segmentos de cadenas dobles de DNA que no pueden replicarse a menos que se
encuentren dentro de un replicén uno de los motivos por los que los transposones

son importantes es que los genes que codifican las caracteristicas de virulencia. '

La conjugacion es un método por el cual se transmite de manera directa el DNA de
una bacteria a otra a través de un puente conjugado. Aunque dicho puente aun no
se identifica con certidumbre, algunos piensan que es el pilus sexual y otros
proponen que es la proteina TraD. obsérvese que el uso del concepto de sexo
constituye un antropomorfismo, las bacterias no se aparean en realidad, ni deforman

cigotos o experimentan meiosis. '

1.6.- Mecanismos de recombinacion de las bacterias Gram negativas.

Pocas baterias Gram negativas se transforman de manera natural. Algunos
microorganismos se ven forzados a aceptar DNA cuando se les trata con CaClz,
pero ésta es una herramienta de laboratorio que se emplea sobre todo en ingenieria

genética.’

De las bacterias Gram negativas se cree que solo Neiseria y Hemophilus

experimentan transformacién rutinaria y estos microorganismos soélo son
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competentes cuando tiene pili. La transformacion entre las bacterias Gram
negativas no incluye un factor de competencia y es mas selectiva que la
transformacién entre las bacterias Gram positivas. Se reconocen secuencias
especificas de oligonuclétidos, de modo que nada mas se consume el DNA muy
similar. Dicho DNA penetra como fragmentos de doble cadena, las cadenas se

enroscan después y solo se incorpora una de ellas.’

El experimento de Avery demostro que la trasformacion permite introducir genes de
virulencia o corregir genes de virulencia defectuosos, de modo que una bacteria
antes inocua se transforma en peligrosa, los transpones que llevan genes de
resistencia a los farmacos también penetran a una bacteria mediante
transformacién. Por ultimo, la transformaciéon es un proceso muy importante en la
ingenieria genética, se induce a las bacterias para que acepten genes eucariotas
divididos dentro de plasmidos y como resultado las bacterias transformadas son

capaces de sintetizar proteinas humanas. '

2.- Pruebas Bioquimicas

Fermentacion de hidratos de carbono

La fermentacion es un proceso metabdlico anaerobio de oxidacién-reduccion, en el
cual uno de los sustratos organicos actia como el receptor final de hidrégeno
(aceptor de electrones) en lugar de oxigeno. La fermentacion de sustratos organicos
como los hidratos de carbono da como resultado productos finales reducidos vy
oxidados, los productos finales provenientes de la fermentacién de hidratos de

carbono dependen de varios factores: a) el microorganismo que lleva a cabo el
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proceso de fermentacion, b) el sustrato a ser fermentado, c) a veces, factores
ambientales como la temperatura y la acidez. Los hidratos de carbono y alcoholes,
en conjunto denominados azucares rinden como pocos productos finales de
fermentacién: dos gases, hidrogeno y didxido de carbono, unos pocos acidos, unos

pocos alcoholes y una cetona.?

Las bacterias que fermentan hidratos de carbono por lo general son anaerobias
facultativas, los productos finales varian con cada especie bacteriana, lo que
depende del sistema enzimatico que presente la especie y las condiciones

ambientales. 2

Los integrantes del grupo coliforme se denominan a menudo fermentadores mixtos
de acidos, fermentadores de acido férmico o bacterias colonicas disentéricas (CDT).
La fermentacion mixta de &cidos es caracteristica de la familia de
Enterobacteriaceae y estos microrganismos degradan la glucosa en una diversidad

de productos finales. 2

En otra época los sanitaristas y epidemiologos utilizaban el acrénimo IMViC (indol,
rojo de metilo, Vogues-Proskauer y citrato) para referirse a las pruebas necesarias
para detectar la contaminacion fecal de los alimentos y el agua. Los funcionarios de
salud publica han utilizado muchos afos a Escherichia coli para indicar la
contaminacion fecal. Por consiguiente, es necesario un conjunto de caracteristicas
bioquimicas para diferenciar los dos microorganismos. Las pruebas IMViC fueron

adaptas para cumplir este objetivo. °
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En vista de la complejidad de diferenciar gran cantidad de especies de
enterobacterias, cabe hacer notar que existié una época en la cual las principales
decisiones en microbiologia eran relativamente simples y se podian tomar sélo

sobre la base de cuatro pruebas bioquimicas de facil realizacion.®

2.1.- IMViC

Prueba de Indol

El triptéfano es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar tres metabolitos indolicos principales: indol, escatol (metil indol) y acido
indolacético. Las diversas enzimas intracelulares involucradas se denominan
triptofansas, un término general para designar al sistema completo de enzimas que
median la produccién de indol por actividad hidrolitica sobre el sustrato de triptéfano.
El principal intermediario en la degradacién de triptéfano es el acido indolpiruvico,
el cual puede formar indol por desaminacién y también se puede formar escatol por

descarboxilacion de acido indolacético.?
Prueba de rojo de metilo

La prueba de rojo de metilo es una prueba cuantitativa basada en el uso de un
indicador de pH, el rojo de metilo para determinar la concentracion del ion hidrogeno
cuando un microorganismo fermenta la glucosa. La concentracion de ion hidrégeno
depende de la concentracion de gases, lo que a su vez es indice de las diferentes
vias metabdlicas de la glucosa exhibida por los diversos microorganismos. Los

diferentes patrones de fermentacion a las variaciones en las enzimas relacionadas

con el metabolismo del &cido pirdvico en los microorganismos.?
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Todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae son, por definicion
fermentadores de glucosa en el caldo RM/ Voges-Proskauer, después de 18-24h de
incubacion, la fermentacion resultante produce derivados metabdlicos acidos, en
consecuencia, en un comienzo todos los microorganismos entéricos daran una

prueba de rojo de metilo positiva.?

E. coli y otros microorganismos MR-positivos producen una alta cantidad de acidos
por medio de vias metabdlicas de fermentacion de acidos mixtos. Los
microorganismos RM positivos producen acidos estables, o que mantiene la

concentracion alta de iones hidrogeno. ?

Prueba de movilidad

Las bacterias son méviles por medio de flagelos. Los flagelos aparecen sobre todo
en los bacilos (bacterias con forma de bastoncillos): las bacterias moviles pueden
contener un unico flagelo o varios flagelos y su ubicacion varia segun la especie
bacteriana y las condiciones de cultivo. En ocasiones, las bacterias moviles
producen variantes inmoviles que parecen estables y en raras ocasiones revierten

a las formas moviles.?
Prueba de Vogues-Proskauer

La prueba de Vogues-Proskauer, se basa en la deteccién de acetoina, un producto
final neutro derivado del metabolismo de la glucosa la cual es metabolizada a acido

piravico, el principal intermediario de la glucolisis a partir del acido piravico, las
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bacterias pueden seguir muchos caminos metabdlicos; la produccion de acetoina

es una de las vias metabdlicas de la degradacion de la glucosa en las bacterias.?

La prueba Voges-Proskauer (VP) para la acetoina se utiliza para separar
Escherichia coli de los grupos de Klbsiella-Enterobacter, aunque otros miembros de

la familia Enterobacteriaceae pueden producir resultado positivo de VP.?

Los fermentadores de acidos mixtos con posterioridad pueden dividirse en dos
grupos: a) los que producen acidos pero no 2,3- butanodiol, como E. coli (VP-)y b)
los que producen 2,3- butanodiol como sus principales productos finales, como los

grupos de Klensiella-Enterobacter (VP+).2

Prueba de Citrato

La energia puede ser proporcionada a algunas bacterias en ausencia de
fermentacién o produccion de acido lactico, por la utilizacion del citrato como unica
fuente de carbono. En condiciones normales el metabolismo de citrato involucra una
condensacion de coenzima A y oxalacetato para ingresar al ciclo de Krebs. El
metabolismo del citrato por la mayoria de las bacterias es rapido por la via del acido
tricarboxilico o el camino metabdlico de la fermentacion del citrato. Los
microorganismos que poseen un mecanismo de transporte o permeasa permiten
que el citrato penetre al interior de la célula. En las bacterias el desdoblamiento del
citrato involucra un sistema enzimatico sin la participacién de la coenzima A, la
citrasa o el citrato desmolasa. La citrasa requiere un catidén divalente para su

actividad.?
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El medio de fermentacidon para el citrato también contiene sales de amonio. Un
microorganismo que puede utilizar el citrato como su unica fuente de carbono

también utiliza las sales de amonio como su Unica fuente de nitrégeno.?
Pruebas en agar con hierro de Kliger/ azucar triple y hierro

El agar con hierro e Kliger (KIA) y el agar triple azucar y hierro (TSI) son medios de
cultivo diferenciales en un tubo que cumplen un doble propdsito: a) la determinacién
de fermentaciones de hidratos de carbono y b) la determinacién de la produccion de
H2S. Un microorganismo puede utilizar varios sustratos incorporados en el medio;
el patrén de sustratos metabolizados se usa para diferenciar entre los diversos
grupos, géneros o especies, principalmente de entre los miembros de la familia

Enterobacteriaceae. 2

La fermentacion tiene lugar tanto en anaerobiosis (en el pico de flauta) como en
anaerobiosis (en el fondo). El pico de flauta, el monosacarido glucosa es
catabolizado inicialmente por la via metabdlica anaerobia Embden-Meyerhof-
Parnas, usada por aerobios y anaerobios para producir el intermediario clave acido

pirGvico.?

Las reacciones del KIA se usan principalmente para identificar a los miembros de la

familia Enterobacteriaceae. 2
Agar EMB (Eosina Azul de Metileno)

El medio de cultivo combina las formulas de Holt-Harris y Teague con la de Levine,

para obtener un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de enterobacterias y
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otras especies de bacilos Gram negativos. Es nutritivo por la presencia de peptona
que favorece el desarrollo microbiano, la diferenciacién entre organismos capaces
de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son incapaces de hacerlo, esta
dada por los indicadores eosina y azul de metileno; éstos ejercen un efecto
inhibitorio sobre una amplia variedad de bacterias Gram positivas, muchas cepas
de Escherichia coli y Citrobacter spp presentan un caracteristico brillo metalico. Las
cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con periferia azulada o rosada,

mientras que las que no lo hacen son incoloras.?

3.- Caracteristicas de Escherichia coli XL-1 Blue

Las bacterias del género E. coli son Gram negativas, tienen forma de bacilo y
pertenecen a la familia Enterobactereae, esta bacteria es un habitante comun del
intestino de todos los animales, incluyendo el intestino grueso de los humanos.
Escherichia coli (E. coli) es quizas el organismo procarionte mas estudiado por el
ser humano, se trata de una bacteria unicelular que se encuentra generalmente en
los intestinos animales y por ende en las aguas negras. Esta bacteria es necesaria

para el funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademas produce vitaminas B

. . . .9
y K'y son pocos los serotipos que se asocian con virulencia

Es un bacilo que reacciona negativamente a la tincion de Gram (Gram negativo),
es anaerobico facultativo, mévil por flagelos peritricos (qQue rodean su cuerpo), con
dimensiones de 0.5 x 1.9 a 3.0 micras, no forma esporas, es capaz de fermentar la

glucosa y la lactosa, asi como, positiva al indol, descarboxilacion de lisina,
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fermentacion de manitol y gas a partir de la glucosa, citrato negativo. Por ello las

pruebas IMViC nos ayudan en gran medida para identificar esta bacteria.7

Normalmente cumple una funcién importante en el cuerpo, suprimiendo
el crecimiento de especies dafinas de bacterias asi como también sintetizando
cantidades apreciables de vitaminas, ademas posee apéndices filamentosos de
naturaleza proteica frecuentemente portadoras de adhesinas, que presentan la
propiedad de combinarse con receptores de naturaleza polisacarida localizados en

la superficie de las células epiteliales llamados pilis o fimbrias, muchas cepas

~ . 7
producen una pequefia microcapsula y muy pocas producen macrocapsulas .

Son pocas las cepas de E. coli capaces de causar enfermedades a los humanos a
través de diferentes mecanismos entre ellas estan las cepas Enteroinvasivas (EIEC)

responsables de una forma de la disenteria bacilar no obstante, es desconocido aun

10
el tipo de alimentos que pueden hospedar a estas bacterias patogénicas .

La cepa Escherichia coli XL-1 Blue esta disefiada para proporcionar un huésped
para la optima propagacién de plasmidos y vectores de fago lambda, entre las
caracteristicas que puede tener esta cepa son la resistencia a antibidticos, asi como
derivados de episomas de plasmido F, con una clonacion eficiente Escherichia coli
XL-1 Blue es la cepa de eleccion de muchos experimentos de clonacion ya que
rescata una sola hebra de fagémido, rescatando asi todas las utilidades de los
plasmidos y replicando el ADN monocatenario. Se Escherichia coli XL-1 Blue
cuando se clona cDNA, DNA gendmico o también para productos metilados de

PCR.M
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4.- Métodos de conservaciéon de cepas microbianas

El método de preservacion utilizado debe permitir altas viabilidades, prevenir
cambios en las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas, en la secuencia
nucleotidica y en la estabilidad plasmidica de las cepas. La seleccion de este
meétodo depende en gran medida de las disposiciones econdmicas, posibilidad de

obtener cultivos puros y el propdsito del laboratorio. '3

Como practica comun en muchos laboratorios biotecnolégicos se utiliza el
almacenamiento de microorganismos desde —20 a —70° C. Los altos niveles de
supervivencia alcanzados por este método son de interés tanto desde el punto de
vista biofisico como practico, sin embargo, estos niveles de supervivencia varian
entre las diferentes especies y géneros microbianos, por lo que el estudio de la
estabilidad a la congelacién es un paso obligado de la conservacion de cepas

microbianas particulares.’

En el caso de los serotipos de E. coli los efectos del estado fisiolégico del cultivo y
su susceptibilidad a la muerte por congelacion y descongelacion repetida se
estudiaron por primera vez por Harrison y colaboradores, quienes informaron que
cultivos crecidos aerébicamente eran mas resistentes que los cultivos crecidos en
condiciones anaerobias. Derivados de estas observaciones existen diferentes
criterios interlaboratorios, en cuanto al tipo y la concentracién de criopreservantes,
el intervalo de tiempo que se puede establecer para las verificaciones de los bancos,
el momento fisiologico para detener el crecimiento del cultivo y el medio de

conservacion a utilizar. 13

Omar Jair Rojas Meza




Varios métodos se encuentran disponibles para la conservacion de
microorganismos, cumpliendo con tres objetivos importantes para lograr conservar
correctamente las cepas microbianas en los laboratorios de microbiologia, los
cuales son: que el cultivo a conservar sea puro, evitando que se produzcan
contaminaciones durante el proceso de conservacion; conseguir que al menos el
70-80% de las células se mantengan viables durante este periodo, y por ultimo, que
estas células permanezcan genéticamente estables. Conviene tener en cuenta que
nunca se debe usar un unico método de conservacion, sino que se recomienda
conservar el microorganismo empleando al menos dos de estos métodos. Estos
meétodos se pueden resumir agrupandolos en tres categorias, las cuales son:
meétodos de eleccion o conservacion a largo plazo, métodos alternativos y métodos

restringidos.*

Existen métodos de conservacién variados para los distintos microorganismos y es
importante mencionar que ninguno de ellos es universal, por lo que se debe de elegir
el método que mas se ajuste a los medios técnicos, presupuesto, infraestructura del
laboratorio y al microorganismo que se desea preservar. El resguardo de las
bacterias puede realizarse de tres formas generales: preservaciéon a corto, mediano
y largo plazo, por lo cual es importante mencionar que la forma de preservar a las
bacterias ha sido poco explorada y mucho del conocimiento que se tiene recabado

en la actualidad se ha obtenido de forma empirica. 12

Preservacion a corto plazo
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Esta forma de resguardo se utiliza cuando los laboratorios no tienen un potencial
economico suficiente, por ejemplo, no hay un ultracongelador. ElI método
comunmente usado es la resiembra continua el microorganismo en cuestion se
siembra en su medio adecuado y una vez crecido se guarda a 4 °C donde se
mantiene unos dias para su uso y se vuelve a resembrar en un tiempo no mayor a
un mes el gran problema de la resiembra continua de un microorganismo es que se
pueden generar mutaciones y adaptacion al medio de cultivo, lo que termina
generando cepas “domesticadas” cuyo comportamiento ya no representa a la

especie inicialmente aislada.?
Preservacion a mediano plazo

Este es un método que requiere un laboratorio con una infraestructura costosa y el
uso de ultracongeladores que conservan a las células a -80 °C. El método conocido
como “congelacion” ha resultado muy facil de desarrollar y muchos laboratorios en
el mundo lo han elegido por su facil manejo para preservar microorganismos por
congelacion, primero se cultiva al microorganismo en cuestion y se deja crecer hasta
la fase estacionaria temprana, las células del cultivo se lavan o no con una solucion
tampon y después son adicionadas con un volumen equivalente de una suspension
que contiene una sustancia que debera funcionar como protectora de las células a

la congelacion. Esa sustancia es conocida con el nombre de “crioprotector”. 12

La preservacion adecuada de una cepa bacteriana es necesaria para resguardar el
potencial biotecnolégico que cada una alberga en su genoma. La disponibilidad de

secuencias de genomas completos facilita los estudios de gendémica y protedmica,
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no obstante, muchos de esos estudios requieren de una coleccion de mutantes
suficiente para establecer la relacién inequivoca entre los genes y sus funciones,
para identificar regulones y para determinar jerarquicamente los procesos

transcripcionales. 12

Preservacion a largo plazo

La preservacion a largo plazo de la coleccidon es muy importante y la liofilizacion es
una metodologia usada en las colecciones de cultivos microbianos. No obstante, en
la actualidad no es la metodologia mas utilizada para preservar bacterias en la

mayoria de los laboratorios.'?

4.1.- Método de Sordelli

Es un método que fue descrito en el V congreso internacional de Microbiologia
celebrado en Rio de Janeiro, Soriano (1950) en el que se propuso individualizarlo
con el nombre de método de Sordelli, es un procedimiento ideado para conservar
cepas microbianas por desecacion rapida al vacio, que se disponen con un asa
sobre la pared de un tubo pequefio estéril, este tubo pequeino ya tapado a su vez
se coloca en el interior de un tubo de ensayo con silica gel o Cloruro de calcio
(CaCl,) indicador de humedad. Una vez que el tubo pequefo se encuentra dentro

del tubo de ensayo este se sella a la flama en forma de ampolleta®>® "2
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4.2.- Modificacion al método de Sordelli

Algunas de las razones que llevaron a la modificacidon del método fueron la dificultad
para adquirir los materiales necesarios para su aplicacion, el temor a la disminucion
de vacio al cabo de algunos anos. Practicamente la unica modificacion propuesta
reside en que cada tubo es utilizado una vez y tiene como ventaja el bajo costo del
material para su ejecucion. En la técnica modificada el microorganismo se suspende
en una gota de coloide protector (suero vacuno, albumina o leche descremada)

estéril. Luego se procede como en el método de Sordelli, esta técnica permite

. . . , . 5678
la conservacion de hongos filamentosos y bacterias (mas de 10 anos).

5.- Crioprotectores

Para preservar mejor las cepas contra el dafio por congelacion se emplean diversos
agentes crioprotectores estas moléculas mejoran la estabilidad de las cepas al
reducir al minimo el contenido de agua intracelular, evitar la vitrificacién y proteger

las macromoléculas en el ambiente interno de la célula.’®

Estos compuestos se han clasificado teniendo en cuenta su permeabilidad a la
célula. Los llamados compuestos penetrantes son un grupo de moléculas de alto
peso molecular como: dimetil sulféxido (DMSO), glicerol, metanol y etilenglicol; se
aplican generalmente en altas concentraciones (0,5-1,5 M). Otro grupo de
compuestos son llamados no penetrantes, donde estan: el almiddn, el hidroxietilico
(HES), la polivinil pirrolidina (PVP), azucares, proteinas y diferentes moléculas de

polietilenglicol que se utilizan a bajas concentraciones (0,01 M)."3
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La leche descremada en concentraciones de 1-10% se ha usado como 1

crioprotector, pero frecuentemente se utiliza para la liofilizaciéon, se han hecho

estudios con diferentes microrganismos utilizando en combinaciéon leche

descremada y algunos otros crioprtectores, se ha encontrado que la leche

descremada es efectiva con cepas de E. coli a -20 °C. La leche descremada con

glicerol es efectiva en bacterias fitopatogenas y hongos.™

Crioconservadores

Compuesto Formula Peso % para
molecular uso

Sulfoxidos

Dimetilsulfoxido (CH3)2S0 78.13 20-45

Alcoholes y derivados

Metanol CHsOH 32.04 2-10

Etanol C2HsOH 46.07 2-10

Alcohol polivinilico [CH2CHOH]x 2-12x 104 10

Dioles y derivados

Etilenglicol (CH2)2(OH)2 62.07 2-40

Propilenglicol CH3CH2CH(OH)2 76.09 5-10

Trimetilenglicol CH2(CH20H)2 76.09

Dietilenglicol O(CH2)4(OH)2 106.12 10

Polietilenglicol H[OCH2CH2]xOH 2-400x102  5.45
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Crioconservadores

Compuesto Formula Peso % para

molecular uso

Trioles

Glicerol (CH2)2CH(OH)e 92.09 5-42

Monosacaridos

Glucosa CeH1205 180.16 1-18

Xylosa CsH100s5 150.13 5-10

Trisacaridos

Rafinosa C18H31016 5H20 594 .52 5
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Crioconservadores

Compuesto Formula Peso % para
molecular uso

Hidroxietil almidon 2.5-25

Ficol 7-40 x104  9-7.5

Goma arabiga 25 x10° 2-10

Amidas, N-alquilamidas, imidas

Acetamida NH2COCHs3 59.07 10

Metilamida CHsNH2COCHs3 73.09 0.5-2

Dimetilfromamida (CH3)2NCOH 73.09

Dimetilacetalamida (CH3)2NCOHCHG 87.12

Succinimida NH(CO2)(CH2)2 99.09 13

Compuestos heterociclicos

Metilpirrolidona CHsN(CH2)sCO 99.13 20-45

Polivinilpirrolidona [CHN(CH2)4COlx 3-36 x10*  2-20

Aminoécidos y acidos

carbonicos

Prolina (CH2)sNHCHCOOH 115.13

Glicina CH2NH2COOH 75.07

Acido glutamico (CH2)sNH2 CH(COOH), 147.13 15

Acido aminobutirico (CH2)sNH2COOH 103.12
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Crioconservadores

Compuesto Formula Peso % para
molecular uso

Acido glutéarico (CH2)3(COOH)2 132.12

Acetato de amonio CH3COONH4 77.08 0.1

EDTA (CH2)2N2(CH2COOH)s  292.24

Sustratos complejos
Extracto de levadura
Extracto de malta
Leche descremada

Miel

0.25-5

0.5-20

Tabla 1 "4
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6.- Recomendaciones para la criopreservacion
La Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) utiliza preferentemente el DMSO
como criopreservante, mientras que la compafia New England Biolabs (NEB)

propone 50% de glicerol cuando se conserva a -70 °C."3

La ICH (International Conference on Harmonisation) recomienda que las células
animales en medios que contienen un crioprotector se congelen en los recipientes
sellados bajo condiciones definidas y controladas, y luego se transfieren al
almacenamiento en fase vapor o liquida de nitrogeno liquido o a temperaturas ultra
bajas equivalentes. Otros métodos de conservacion y almacenamiento pueden ser
adecuados dependiendo del organismo utilizado, pero deben ser capaces de
mantener un nivel de viabilidad celular tras la reconstitucidon, que sea consistente y

adecuado para el uso en la produccion. '°

La OMS en Manual de laboratorio para la identificacion y prueba de susceptibilidad
a los antimicrobianos de patdégenos Bacterianos de Importancia para la Salud
Publica en el Mundo en Desarrollo establece que: La mejor manera de almacenar
aislamientos bacterianos a largo plazo es liofilizacion o por congelacién. Los
métodos especificos apropiados para las bacterias tratadas en este manual se
incluyen mas adelante en este apéndice. La liofilizacion (secado por congelacion)
es el método mas conveniente de almacenamiento, debido a que las bacterias
liofilizadas pueden almacenarse por largos periodos a 4°C o —20°C y transportarse
sin refrigeracion, sin embargo, el equipo requerido es caro y no todos los
laboratorios tendran la posibilidjad de liofilizar los aislamientos. (Los laboratorios de

referencia que elijan liofilizar las bacterias, siempre deben mantener una
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preparacion congelada ademas de cantidades mas grande de cepas liofilizadas,
porque es posible que algunas preparaciones liofilizadas no sean viables cuando
sean reconstituidas.) Los cultivos bacterianos se pueden almacenar congelados o
liofilizados en diversos medios de suspension formulados para ese propdsito. Hay
muchas formulas para medios de suspension, pero en general se utilizan para
liofilizaciébn los medios con base de suero, leche descremada o medio de
polivinilpirrolidona (PVP), y para congelacion, la leche descremada, sangre o un
caldo rico en tampén (buffer) de triptona soya (BTS) con 15%—20% de glicerol grado
reactivo. Por seguridad no debe utilizarse sangre humana (transmision de VIH y
hepatitis); otra razéon es la posibilidad de inhibicion del crecimiento de los

aislamientos por anticuerpos o por residuos de antibioticos.?*

Debe confirmarse que los cultivos que se prepararan para almacenamiento
permanente o de corto plazo son puros antes de proceder con cualquiera de estos
métodos. Se debe utilizar cultivos frescos (de crecimiento durante toda la noche)

para la preparacion de las cepas que se van a almacenar.?*

En la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos en el capitulo titulado
“Conservacion, mantenimiento y manejo de cultivos microbianos de referencia:
Sistema Lote Semilla”. Menciona lo siguiente: el manejo y almacenamiento de
cultivos de referencia en el laboratorio debe efectuarse de tal forma que se reduzca
la posibilidad de variaciones genotipicas y fenotipicas, asi como el riesgo de
contaminacion por lo tanto se recomienda el sistema lote semilla para el

mantenimiento de cultivos de referencia el sistema de lote semilla, es un método
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sencillo y practico que reduce al minimo el numero de pases de los cultivos de

referencia.?!

La Norma Oficial Mexicana 059 Buenas practicas de fabricacion de medicamentos

recomienda lo siguiente para bancos celulares.

Las especificaciones de los insumos empleados para la preparaciéon de los bancos
celulares maestro y de trabajo, deben incluir su fuente, origen y los controles

necesarios para asegurar que son adecuados para su uso.??

Debe documentarse el origen de los bancos celulares, la construccion del sistema
vector-hospedero para la proteina de interés, contarse con la caracterizacion del
genotipo y fenotipo y el numero de pases celulares que garantizan la estabilidad
bajo las condiciones evaluadas. El origen y pase celular del lote semilla maestro y

de trabajo debe ser documentado.??

Algunos de los parametros a considerar son la retencién del segmento genético de
interés y la pureza, mediante controles que demuestren que estan libres de agentes
microbianos adventicios y de otros contaminantes celulares ajenos al cultivo

objeto.??

Se deben conservar los registros de uso de los viales de los bancos celulares

maestro y de trabajo y de las condiciones para su almacenamiento.?

Los bancos celulares y/o lotes semilla deben ser mantenidos de forma separada de
otros materiales biolégicos, bajo condiciones de almacenamiento disefiadas con el

objetivo de mantener su viabilidad y evitar su contaminacién.??
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Los contenedores de almacenamiento de los bancos celulares y/o lotes semilla
deben estar cerrados herméticamente, etiquetados y mantenidos a la temperatura
establecida. La temperatura de almacenamiento debe ser registrada de forma
continua. Se debe registrar cualquier desviacion de los limites establecidos y toda
medida correctiva que se tome, asi como contar con un plan de contingencia en

caso de falla de los sistemas de criopreservacion.??

Se debe contar con un procedimiento que asegure el control de uso, manejo y

mantenimiento de los bancos celulares y/o lotes semilla.??

7.- Método

7.1.- Planteamiento del problema

La congelacion es un método fisico en el cual se combina temperaturas bajas
frenando el proceso de envejecimiento y el uso de un agente de origen natural o
sintético (crioconservador) para estabilizar los componentes macromoleculares de
los microorganismo o bien para reducir el contenido de agua en el medio evitando
la formacion de cristales de agua y protegerlos de algun dafo, si ambos factores se
combinan correctamente en el desarrollo de un método de crioconservacion, este
permitira mantener integras las caracteristicas genotipicas de los microorganismos,
debido a su facil aplicacion y bajo costo, la crioconservacién es uno de los métodos
de mayor uso y por lo tanto de los mas estudiados para la conservaciéon de cepas
bacterianas de interés. En el laboratorio de Oncologia Celular de la Unidad
Multidisciplinaria de Investigacion Experimental Zaragoza la cepa E. coli XL-1 Blue

LTC es de gran importancia para el desarrollo experimental del laboratorio, por ello
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con el presente trabajo se establecieron condiciones de almacenamiento de dicha
cepa, preservando su integridad bioquimica asi la cepa puede ser usada en
estudios posteriores de investigacion, entonces la propuesta de este trabajo es
almacenar la cepa E. coli XL-1 Blue LTC podremos mantenerla estable y utilizarla

en investigaciones posteriores.

Por lo que este trabajo pretende evaluar la estabilidad de la cepa E. coli XL-1 Blue

LTC a tres temperaturas que son -22, -70 y -196° C.

7.3.- Hipotesis
La leche descremada ha sido utilizada como criopreservador a la temperatura de -
22 °C dando resultados satisfactorios, por ello se propone retar dicho

criopreservador a -22°, -70° y -196 °C y se espera que funcione adecuadamente.

7.4.- Objetivos

General

» Evaluar la estabilidad de la cepa transformada E. coli XL-1 blue LTC a -
22°, -70° y -196°C por el método de crioconservacion, con el propdsito de

mantener integras las caracteristicas bioquimicas de la cepa.

Especificos

» Realizar las pruebas bioquimicas a la cepa E. coli XL-1 blue LTC, para la

caracterizacion de la cepa y observar el comportamiento bioquimico.
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» Realizar el método Zaragoza para el almacenamiento de la cepa E.
coli XL-1 Blue LTC.

» Almacenar la cepa a -22°, -70° y -196° C y asi establecer la mejor
temperatura para mantener la estabilidad bioquimica de la sepa.

» Realizar las pruebas bioquimicas al final del estudio con el propésito de

comprobar la estabilidad bioquimica de la cepa.

7.5.- Disefio experimental.

Tipo de estudio: Se realizé un estudio experimental y prospectivo.

Poblacién de estudio: Escherichia coli XL1 Blue LTC, la cual ha sido modificada y

no presenta las caracteristicas tradicionales de una cepa E. coli las cuales fueron:

« Fermentacién lenta de lactosa (Agar EMB).

®,

% Fermentacién de carbohidratos en caldo rojo de fenol sin produccién de gas

(Lactosa, glucosa y sacarosa).

Criterios de inclusién: Cepa pura y bioquimicamente estable.

Criterios de exclusion: Cepa contaminada, baja carga microbiana, cepa

bioquimicamente inestable.

Variables:

Dependientes: Cepa bacteriana E. coli XL-1 Blue LTC.

Independientes: Temperatura, crioconservador, tiempo de conservacion.
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7.6.-Material.
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Mechero Fisher.

Tubos de ensaye 13 x 100 con tapon de rosca. Pyrex.
Tubos de ensaye de 16 x 150 con tapon de rosca. Pyrex.
Gradilla metalica.

Pipeta Powerpette JENCONS.

Cajas Petri. Pyrex.

Asa bacteriologica.

Lapiz punta diamante.

Algodon.

Gasa.

Papel Kraft.

Pinzas de diseccion.

Puntas para micropipeta.

Criotubos.

Marcador indeleble.

Matraz Erlenmeyer. Pyrex.

Celdas para espectrofotometro.

Portaobjetos.

Tanque de nitrégeno liquido.
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Equipo

+ Olla de presion.

% Incubadora 37 °C £ 2 °C. SHEL LAB.

¢ Microscopio. PRIMO STAR ZEISS.

% Balanza digital. Explorer PRO.

« Congelador -20 °C. Tor Rey

% Ultra congelador -70 °C. Thermo Scientific.

s Espectrofotometro. Thermo Scientific SPECTRONIC 20+.

Medios de cultivo.

+ Caldo Soya-Tripticaseina. Marca BD Bioxon
% Caldo RM/VP. Marca DIBICO

% Agar EMB. Marca BD Bioxon

% Caldo nutritivo. Marca DIBICO

% Extracto de carne. Marca BD Bioxon

% Medio Citrato de Simons. Marca BD Bioxon
s Agar KIA. Marca DIFCO

% Agar LIA. Marca BD Bioxon

X/
o

Agar. Marca DIBICO

Reactivos

+«» Aceite mineral.
¢+ Solucioén salina inyectable 0.9%. Marca PiSA
¢ Cristal Violeta. Marca Hycel
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+» Safranina. Marca Mikroskopie Meria
% Lugo. Marca Golden Bell

% Solucion Alcohol-Yodo.

¢ Hipoclorito de sodio.

% Leche descremada. Marca SVELTY.
% Sacarosa. Marca GIICR

% Lactosa. Marca BD Bioxon

% Glucosa. Marca J. T. Baker

+ Reactivo de Kovac’s Marca Delta Diagnogticos
+ a-Naftol. Sigma-Aldrich

% Hidroxido de sodio. Marca Merk

% Cloruro de sodio. Marca Merk

% Rojo de fenol. Marca Técnica quimica SA

« Escherichia coli XL1 Blue LTC.

7.7 Procedimiento
7.7.1. Reactivacién en caldo nutritivo de la cepa E. coli XL-1 blue LTC,

incubar por 24 horas.

7.7.1.1. Realizar lectura de morfologia microscopica

realizando una tincion de Gram.
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7.7.1.2.

Tomar un inoculo del caldo con asa bacteriana
esterilizada y resembrar por agotamiento en

tubo inclinado de agar Soya-Tripticaseina.

7.7.2. Método de criopreservacion.

7.7.2.1.

71.7.2.2.

7.7.2.3.

Omar Jair Rojas Meza

Ajustar la carga de microorganismos mediante
la técnica de Mc Farland.

Medir 3 mL de Solucién inyectable estéril
(0.9%) con una Jeringa y pasarlos al tubo
inclinado de Agar Soya-Tripticaseina BD BBL
inoculado con la cepa E. Coli XL-1 Blue LTC vy
agitar hasta obtener una suspension turbia.
Pasar esta suspension a una celda estéril para
espectrofotometro y comparar visualmente con
el tubo 8 de Mc Farland (2.4x10° UFC), en caso
de estar mas turbia la suspension resultante,
agregar solucién inyectable estéril (0.9%
Laboratorio PISA) suficiente para obtener una
turbidez igual al tubo 8 del nefelémetro.
Posteriormente realizar un segundo ajuste en el
espectrofotometro entre 3 y 7 de transmitancia;
y una vez ajustada la solucién pasarla a un tubo
de ensaye 13 x 100 con tapa de rosca estéril,

almacenar a 4° C hasta su uso.




7.7.3. Preparaciéon y esterilizaciéon del crioprotector leche descremada Svelty
mediante calor humedo a presion
7.7.3.1. Preparar 10 mL leche descremada al 30%,
agregar 3 g de leche descremada Svelty en
polvo en un tubo con tapa de rosca y diluir en 10
mL de agua destilada.
7.7.3.2. Cerrar el tubo sin dar toda la cuerda al tapa y
esterilizar a 121° C 15 Ib de presion por 10
minutos en autoclave.
7.7.4. Preparacion de la cepa para el almacenamiento y conservacion.
7.7.4.1. Tomar una muestra de 0.5 mL de la solucion
ajustada del punto 7.7.2. con una Micropipeta
(BioHit Proline) y depositarla en un criotubo
estérii de 2 mL con tapa de rosca que
contengan 1.5 mL de leche descremada estéril
al 30%, tapar, agitar y rotular. Repetir tres veces
este paso, realizar asepsia con solucion de
alcohol-yodo Lymphoprep AXIS-SHIELD PoC.
dentro de la campana de extraccion en una
superficie de aproximadamente 30 cm?, colocar
el mechero en el centro del area limpia,
encenderlo y colocar los criotubos a no mas de

10 cm de separacion del mechero hasta su uso.
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7.7.4.2. Llenar a una tercera parte de cada tubo capilar
Corning® estéril cerca del mechero en una zona
limpia con la suspension del paso anterior,
sellar a la flama el tubo capilar por ambos
extremos, repetir hasta llenar y sellar 200 tubos.

7.7.4.3. Colocar 15 tubos capilares en un tubo NUNC
de 15 mL, tapar el tubo y rotularlo, repetir este
paso por triplicado.

7.744. Tomar un tubo NUNC rotulado del paso
anterior y colocarlo el congelador de a
temperatura de -22 °C. Repetir este paso
colocando un tubo en el ultracogelador a
temperatura de -70 °C y en el tanque de

nitrégeno liquido.

7.7.5. Prueba de viabilidad al tiempo 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 meses.
7.7.5.1. Descongelar los tubos capilares de las tres
diferentes temperaturas (-22 °C, -70 °C y en
nitrégeno liquido).

Temperatura de -22°C

7.7.5.2. Tomar el tubo capilar del reservorio que se encuentra en el

congelador.
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7.7.5.3. Colocar el tubo capilar en hielo para evitar choque térmico y
reduccion de carga bacteriana.

Temperatura de -70 °C

7.7.5.4. Tomar el tubo capilar del reservorio que se encuentra en el
ultracongelador.

7.7.5.5. Colocar el tubo capilar en hielo para evitar choque térmico y
reduccion de carga bacteriana.

Temperatura de — 196 °C (nitrégeno liquido)

7.7.5.6. Usar el equipo de proteccion personal adecuado (guantes de
asbesto para bajas temperaturas y zapato cerrado), tomar un tubo
capilar del reservorio que se encuentra en el tanque de nitrégeno.

7.7.5.7. Dejar el tubo capilar en el reservorio a temperatura ambiente
por 1 minuto para evitar cambios bruscos de presion y prevenir que
el tubo capilar se rompa.

7.7.5.8. Colocar el tubo capilar en hielo para evitar choque térmico y
reduccion de carga bacteriana.

Nota: Antes de reactivar la cepa, no mantener por mas de 10 minutos los tubos

capilares a temperatura ambiente.
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Almacenamiento L
de cepas (-22,-70 lecpgeﬁ:rdel
y -196°C) P

Diagrama de flujo 7.7.5. 1

Deposito del
e)i?étrgéjglel inoculo en caldo

. Soya
capilar Tripticaseina

Diagrama de flujo 7.7.5. 2
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Marcar corte con
lapiz diamante

Incubar a 37 °C




7.7.5.9. Limpiarlos extremos del tubo capilar con una
torunda impregnada de solucion alcohol-yodo
Lymphoprep AXIS-SHIELD PoC. AS.

7.7.5.10. Marcar los extremos del tubo capilar con un
lapiz punta diamante y romper por los extremos
del tubo con unas pinzas flameadas, inocular su
contenido en 10 mL de Caldo Soya-
Tripticaseina BD BBL de un solo golpe, tapar,
agitar e incubar a 37° C por 24 h.

7.7.5.11. Posterior a las 24 h de incubacion tomar una
alicuota de 45 pL del caldo Soya- Tripticaseina
del paso anterior con una pipeta Powerpette
JENCONS colocar la alicuota en una caja Petri
estéril Pyrex.

7.7.5.12. Agregar enseguida 15 mL de Agar Soya-
Tripticaseina estéril a 45 °C en la misma
caja petri y homogenizar. Dejar solidificar e
incubar a 37 °C por 24 h.

7.7.5.13. Realizar lectura de morfologia colonial y

microscopica a las 24 y 48 h de incubacion.

Nota: La prueba de viabilidad al tiempo 0 se realizéel mismo dia que se llenan

y sellan los tubos capilares.
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7.7.6. Coloracion de Gram:

7.7.6.1. Se toma una pequefa porcion de inéculo con un asa de platino
previamente esterilizada, se coloca en un portaobjetos.

7.7.6.2. Fijar la preparacion a la flama.

7.7.6.3. Realizar la tincién de Gram.

7.7.6.4. Cubrir la porta objetos de cristal violeta y dejar por un minuto.

7.7.6.5. Lavar la laminilla con abundante agua.

7.7.6.6. Cubrir la muestra de Lugol y dejar por 1 minuto.

7.7.6.7. Lavar la laminilla con abundante agua.

7.7.6.8. Agregar solucion Alcohol-Acetona hasta que desaparezca el
color.

7.7.6.9. Agregar safranina por 30 segundos.

7.7.6.10. Visualizar con el lente de inmersién 100x del microscopio de
luz y reportar.

7.7.7. Prueba de fermentacion de hidratos de carbono

Principio: Determinar la capacidad de un microorganismo para fermentar
(Degradar) un hidrato de carbono especifico incorporado en un medio basal y

producir acido o acido con gas visible.

7.7.7.1. Suspender 1.5 g del medio Caldo Rojo de Fenol (CRF) en
100 mL de agua destilada y disolver en el caldo 0.5 g del
hidrato de carbono que se evaluara.

7.7.7.2. Calentar con agitacién suave hasta su completa disolucion.
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7.7.7.3. Dispensar en tubos de ensaye (con campana de Durham
si se requiere), tapar y esterilizar en hoya de presiona  121°
C durante 15 minutos.

7.7.7.4. Inocular el CRF con una gota de la suspensiéon bacteriana.

7.7.7.5. Incubara 37 °C durante 24 h.

7.7.7.6. Examinar los tubos para evaluar crecimiento,

produccion de acido y produccion de gas.

Interpretacion.

La presencia de un color amarillo en el tubo indica una reaccion positiva para
la fermentacién del hidrato de carbono. La presencia de una o mas burbujas
en la campana de Durham indica una reaccién positiva para la produccion de

gas.
7.7.8. Prueba de Sulfuro-Indol- Motilidad (SIM)

Acido sulfhidrico.

Principio: En presencia de tiosulfato en el medio o la degradacion de proteina
liberando aminoacidos azufrados, algunos microorganismos forman Hz2S gaseoso
por medio de las enzimas sulfato reductasa y cisteina desulfurilasa. El gas
Incoloro reacciona con el citrato de amonio férrico para producir un precipitado

negro insoluble de sulfuro ferroso.

Prueba de Indol.
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Principio: Determinar la capacidad de un microorganismo para separar indol a
partir de Triptofano

Prueba de motilidad.

Principio: Permite determinar la capacidad o incapacidad de movimiento por
parte de un microorganismo.

Motilidad

7.7.8.1. A partir de un cultivo, sembrar por puncién profunda en medio
semisolido con aguja de inoculacion recta (no usar asa con
anillo). Se debe inocular el centro del tubo, y la puncion
debe abarcar 2 tercios de profundidad del medio de cultivo
desde la superficie. Es importante que la siembra se realice en
linea recta.

7.7.8.2. Incubar durante 24 h, a 37 °C, en aerobiosis.
Interpretacion.

Cepas moviles: Producen turbidez del medio, que se extiende mas alla de la linea

de siembra.

Cepas inmoviles: El crecimiento se observa solamente en la linea de siembra.

Sulfuro
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7.7.8.3. A partir de un cultivo, sembrar con un asa un inoculo en medio
SIM.

7.7.8.4. Incubar durante 24 h a 37 °C en aerobiosis.

Cepas H2S positivas: Ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra o en
todo el medio.
Cepas H2S negativas: El medio permanece sin cambio de color.

Indol

7.7.8.5. A partir de un cultivo, sembrar con un asa un inoculo en medio
SIM.

7.7.8.6. Incubar durante 24 h a 37 °C en aerobiosis.

7.7.8.7. Pasadas las 24 h tomar el tubo y agregar de 2 a 5 gotas de

reactivo de Kovac's y dejar reposar un minuto.

Cepas indol positivas: Desarrollo de color rojo luego de agregar el reactivo de
Kovac's .

Cepas indol negativas: Sin cambio de color.

7.7.9. Prueba en caldo RM/VP (Rojo de metilo / Voges-Proskauer)

Rojo de Metilo
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Principio: Probar la capacidad del microorganismo para producir y mantener
estables los productos finales acidos a partir de la fermentacion de la glucosa y
para vencer la capacidad buffer de sistema.

Vogues-Proskauer

Principio: Determinar la capacidad de algunos microorganismos para producir

un producto final neutro (acetoina), a partir de la fermentacion de glucosa.

7.7.9.1. A partir de un cultivo tomar una muestra y sembrar en tubos
con 5 mL de caldo RM/VP.

7.7.9.2. Incubar a 37° C en aerobiosis por 48 h.

Para Rojo de metilo

7.7.9.3. Agregar 3 gotas del indicador de pH Rojo de metilo entes de

interpretar.

Interpretacion

MR positivo: El cultivo es lo suficientemente acido para permitir que el reactivo
permanezca con un color distintivo rojo brillante, en la superficie del medio.

MR negativo: Color amarillo en la superficie del medio.

Para Voges-Proskauer.

7.7.9.4. Agregar 6 gotas de reactivo a-Naftol al 5%

7.7.9.5. Agregar 2 gotas de KOH al 40%

Interpretacion
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VP positivo: Color rosado-rojo en la superficie del medio.
VP negativo: Color amarillo en la superficie del medio. Puede formarse un color

cobrizo, pero es negativo.
7.7.10. Prueba de citrato

Principio: Determinar si un microorganismo es capaz de utilizar el citrato como
unica fuente de carbono para el metabolismo y crecimiento con alcalinidad

resultante.

7.7.10.1. A partir de un cultivo tomar una azada y sembrar por estria
cruzada en los tubos en pico de flauta.

7.7.10.2. Incubar 24 h a 37 °C en aerobiosis.

Interpretacion
Positivo: Crecimiento con un intenso color azul intenso.

Negativo: Ausencia de crecimiento y ningun cambio en el color en el medio .

7.7.11. Agar de Kliger

Principio: Determinar la capacidad de un microorganismo para atacar un hidrato de
carbono especifico incorporado en un medio de desarrollo basal, con producciéon de
gas o sin ella, junto con la determinacion de la posible produccion de acido sulfurico

(H2S).

7.7.11.1. A partir de un cultivo tomar una azada y sembrar por estria

cruzada con puncion en los tubos en pico de flauta.

Omar Jair Rojas Meza m




Interpretacion

Utilizacion de los hidratos de carbono

Solo fermentacién de la glucosa: Pico de flauta alcalina color rojo, fondo reaccién
acida color amarillo, si existe también produccion de H2S gaseoso, el precipitado

puede enmascarar la acidez.

Fermentacion de la glucosa y la lactosa: Pico de flauta reaccién acida color amarillo,

fondo reaccioén acida color amarillo.

No hay fermentacion ni de la glucosa ni de la lactosa: Pico de flauta reaccion alcalina

color rojo, fondo ningun color desarrollado ni cambio de color.

Produccion de gas

Aerogeno: Evidente por una de las caracteristicas siguientes, burbujas en el medio,
fragmentacién del medio, desplazamiento del medio desde el fondo del tubo

dejando una zona libre, desprendimiento ligero del medio de la pared del tubo.

Anaerogeno: Ninguna produccion de gas.

Produccién de H2S: Precipitado negro (Sulfuro ferroso).

Diseminacion del color negro en todo el fondo.
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7.8- Resultados

Reactivacion de cepa E. Coli XL-1 Blue LTC

Imagén 7.8.2
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Tubo 1: Caldo Soya tripticaseina
incubado 24 h con un inoculo de 200 plL
de E. coli XL1 Blue LTC.

Tubo 2: Testigo negativo de caldo Soya
tripticaseina.

Fecha: 09/03/2017

Tubo 1: Caldo LB incubado

24 h con un inoculo de 200 pL
de E. coli XL1 Blue LTC.

Tubo 2: Testigo negativo de
caldo LB.

Tubo 3: Caldo LB con
ampicilina incubado 24 h con
un inoculo de 200 pL inoculo
de E. coli XL1 Blue LTC.

Fecha: 09/03/2017




Conteo Abril (1° mes)

Control Negativo

Imagen 7.8. 3

-22°C

Imagen 7.8. 4
Incontable

-70°C

Imagen 7.8. 5

Incontable

-196°C

Imagen 7.8. 6

Incontable
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Conteo Mayo (2° mes)

Control negativo

-22°C

Imagen 7.8. 7 Imagen 7.8. 8
Incontable
-10°C -196°C

Imagen 7.8. 1

Incontable

Imagen 7.8. 2

Incontable
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Conteo Junio (3° mes)

Control negativo

-22°C

Imagen 7.8. 5

Incontable

Imagen 7.8. 3 Imagen 7.8. 4
Incontable
-70°C -196°C

Imagen 7.8. 6

Incontable
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Conteo Julio (4° mes)

Control negativo

Imagen 7.8. 7

-22°C

Imagen 7.8. 8

Incontable

-70°C

Imagen 7.8. 9

Incontable

Imagen 7.8. 10

Incontable
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Conteo Agosto (5° mes)

Control negativo

Imagen 7.8. 11

-22°C

Imagen 7.8. 12

Incontable

-70°C

Imagen 7.8. 13

Incontable

-196°C

Imagen 7.8. 14

Incontable
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Conteo Septiembre (6° mes)

Control negativo

Imagen 7.8. 15

-22°C

Imagen 7.8. 16

Incontable

Imagen 7.8. 17

Incontable

Imagen 7.8. 18
Incontable
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Coloracion de Gram
Inicial Marzo 2017 -22° C Septiembre (6° mes)

Imagen 7.8. 19 Imagen 7.8. 20
1:Bacilo corto, aparentemente cocobacilo

1: Bacilo corto, aparentemente 2: Bacilo largo
cocobacilo Nota: El tamafo de los bacilos es muy
2: Bacilo largo variable.
Nota: El tamafo de los bacilos es muy Fecha: 26/09/2017
variable.
Fecha: 09/03/2017
-70° C Septiembre (6° mes) -196 °C Septiembre (6° mes)

Imagen 7.8. 21

1: Bacilo corto, aparentemente Imagen 7.8. 22

cocobacilo 1: Bacilo corto, aparentemente

2: Bacilo largo cocobacilo

Nota: El tamafo de los bacilos es muy 2: Bacilo largo

variable. Nota: El tamafio de los bacilos es muy
Fecha: 26/09/2017 variable.

Fecha: 26/09/2017
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Agar EMB

Inicial Marzo 2017

A

Imagen 7.8. 23

Lactosa (+)
*Nota: Fermentador lento de lactosa

-22 °C Septiembre 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 24

Lactosa (+)
*Nota: Fermentador lento de lactosa

-70 °C Septiembre 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 25

Lactosa (+)
*Nota: Fermentador lento de lactosa

-196 °C Septiembre 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 26

Lactosa (+)
*Nota: Fermentador lento de lactosa
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Citrato

Inicial Marzo de 2017

Imagen 7.8. 27
Citrato (-)
1: Control negativo
2. Muestra 1
3: Muestra 2

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 28

Citrato (-)

1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2

-70°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 29
Citrato (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2

-196°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 30

Citrato (-)

1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2
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Sulfuro

Inicial Marzo 2017

Imagen 7.8. 31
Sulfuro (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

-22°C Septiembre 2017 (6° mes)
Sulfuro (-)

i\

Imagen 7.8. 32

1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2

-70°C Septiembre 2017 (6° mes)

-196°C Septiembre 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 33

Sulfuro (-)

1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2

Imagen 7.8. 34

Sulfuro (-)

1: Control negativo
2: Muestra l

3: Muestra 2
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Indol

Inicial Marzo 2017 (6° mes)

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 36

Imagen 7.8. 37

Indol (+)

2: Muestra 1
3: Muestra 2

mbre de 2017 (6° mes)

-

1: Control negativo

imagen 7.8. 35 Indol (+)

Indol (+) 1: Control negativo
1: Control negativo 2: Muestra 1

2: Muestra 1 3: Muestra 2

-70°C Septie

Imagen 7.8. 38

Indol (+)

1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2
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Motilidad

Inicial Marzo 2017

Imagen 7.8. 39

Motilidad (+)
1: Control negativo
2: Muestra 1

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)
Motilidad (+)

Imagen 7.8. 40

1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2

-70°C Septiembre de 2017 (6° mes)
Motilidad (+)

Imagen 7.8. 41

1: Control negativo
2: Muestra 1

-196°C Septiembre de 2017 (6° mes)

'y

Imagen 7.8. 42

Motilidad (+)
1: Control negativo
2: Muestra 1
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KIA

Inicial Marzo 2017

Imagen 7.8. 43

Positivo A/A
2: Control negativo
1: Muestra 1l

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 44

Positivo A/A

1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra

-70°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 45

Positivo AJA
1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2

-196°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imaen 7.8. 46

Positivo A/A
1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2
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TSI

Inicial Marzo 2017

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 48
Imagen 7.8. 47 POSitiVO A/B
Positivo A/B 1: Control negativo
1: Control negativo 2: Muestra 1
2: Muestra 1

-70°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 49
Positivo A/B
1: Control negativo
2: Muestra l

3: Muestra 2

-196°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 50
Positivo A/B
1: Control negativo
2: Muestra 1
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Rojo de metilo

Inicial Marzo 2017

Imagen 7.8. 51
Rojo de metilo (+)

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 52

Rojo de metilo (+)

1: Control negativo
2: Muestra 1l

3: Muestra 2

-70°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 53

Rojo de metilo (+)

1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2

-196°C Septiembre de 20 (6° mes)

Imagen 7.8. 54

Rojo de metilo (+)

1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2
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Vogues-Proskauer

Inicial Marzo 2017

Imagen 7.8. 55

Vogues Proskauer(-)
1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)
Vogues Proskauer(-)

Imagen 7.8. 56
1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2

-70°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 57
Vogues Proskauer(-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

-196°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 58

Vogues Proskauer(-)
1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2
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Fermentacion de glucosa

Inicial Marzo de 2017

Imagen 7.8. 59

Glucosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)

magen 7.8. 60
Glucosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2

-70°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 61
Glucosa (+) Gas (-)

1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2

-196°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 62

Glucosa (+) Glucosa (+) Gas (-)
1: Control negativo

2: Muestra 1

3: Muestra 2
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Fermentacién de Sacarosa

Inicial Marzo de 2017

Imagen 7.8. 63

Sacarosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 64

Sacarosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2

-70°C Septiembre de 2017

Imagen 7.8. 65

Sacarosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2

-196°C Septiembre de 2017

s oy

Imagen 7.8. 66

Sacarosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1
3: Muestra 2
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Fermentacién de Lactosa

Inicial Marzo de 2017

wne |

Imagen 7.8. 67
Lactosa (+) Gas (-)

1: Control negativo
2: Muestra 1

-22°C Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 68

Lactosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2

-70° Septiembre de 2017 (6° mes)

Imagen 7.8. 69

Lactosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2

-196° Septiembre de 2017(6° mes)

Imagen 7.8. 70

Lactosa (+) Gas (-)
1: Control negativo
2: Muestra 1

3: Muestra 2
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8.- Anédlisis de resultados
En este apartado se analizaron los resultados obtenidos del estudio del ajuste del

método de crioconservacion para la cepa E. coli XL-1 Blue LTC.

Los resultados de las pruebas bioquimicas indican que el microorganismo
pertenece a la familia Enterobactereae en especifico el género Escherichia de la
especie coliforme (E. coli), pero esta cepa en particular presenta algunas
variaciones en los resultados de identificaciéon ya que es una cepa inactiva y que
fue modificada. También, con las pruebas bioquimicas podemos notar que la

bacteria conservo estables sus caracteristicas hasta el final del trabajo.
Viabilidad

En esta prueba se evalué la viabilidad de la cepa con el método de vaciado en placa
por 6 meses, en agar Soya-Tripticaseina a tres diferentes temperaturas -22, -70 y -
196 °C. En las imagenes 7.8.3 a 7.8.18 podemos observar que después de incubar
las placas inoculadas por un periodo de 24 horas a 37° C, el método de
crioconservacion fue eficaz para las tres temperaturas, ya que es muy notorio que
la carga microbiana aun pasados los 6 meses es alta ya que es imposible realizar

un conteo adecuado.
Morfologia colonial

Es esta prueba se evalu6 la morfologia colonial de la cepa al inicio del estudio y al
final del mismo poniendo a prueba las tres temperaturas en agar EMB. En las
imagenes 7.8.23 a 7.8.26 podemos ver colonias redondas con textura cremosa de

1 a2 mm de diametro color rosa, lo que indica que es un microrganismo fermentador
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de lactosa, confirmando que la cepa E. Coli XL1 Blue LTC es un microrganismo el
cual fermenta lento la lactosa ya que en las imagenes 7.8.67 a 7.8.70 podemos
observar en la prueba de fermentacién de carbohidratos, como después de la
incubacion el indicador en el medio lo hizo cambiar ligeramente a amarillo, indicando

la utilizacion de lactosa por parte del organismo como unica fuente de carbono.

Morfologia microscopica

En esta prueba se evalu6 la morfologia microscopica del microorganismo al inicio
del estudio y poniendo a prueba las tres temperaturas al final del mismo con el
método de coloracién de Gram. En las imagenes 7.8.19 a 7.8.22 se observa
claramente que el microrganismo en cuestion es un bacilo de tamafo variable

Gram (-).

Pruebas bioquimicas

Indol

En esta prueba se evaluo6 la capacidad del microorganismo de producir indol a partir
de tripotofano en medio SIM al inicio del estudio y poniendo a prueba las tres
temperaturas del al final del mismo. En las imagenes 7.8.35 a 7.8.38 se observa
claramente la formacién de un anillo rojo después de la adicion del reactivo de

Kovac's.
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Motilidad

En esta prueba se evalu6 la capacidad o incapacidad de movimiento por parte de
un microorganismo cepa al inicio del estudio y al final del mismo poniendo a prueba
las tres temperaturas en medio semi-solido SIM. En las imagenes 7.8.39 a 7.8.42se

observa turbidez en el medio y se extiende mas alla de la linea de siembra.

Rojo de metilo

En esta prueba se evalué la capacidad del microorganismo para producir y
mantener estables los productos finales acidos a partir de la fermentacién de la
glucosay para vencer la capacidad buffer de sistema al inicio del estudio y poniendo
a prueba las tres temperaturas del al final del mismo. En las imagenes 7.8.51 a
7.8.54, se observa como el medio es lo suficientemente acido y es capaz de

mantener el color rojo brillante.

Vogues-Proskauer

En esta prueba se evalué la capacidad del microorganismo para producir un
producto final neutro (acetoina), a partir de la fermentacion de glucosa en medio
RM/VP al inicio del estudio y poniendo a prueba las tres temperaturas del al final del
mismo. En las imagenes 7.8.55 a 7.8.58 se observa claramente el halo amarillo en
la superficie del medio después de agregar el reactivo a-Naftol, lo que indica una

prueba de Vogues-Proskauer negativa.
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Citrato de Simons

En esta prueba se evalué la capacidad del microorganismo de utilizar el citrato como
unica fuente de carbono para el metabolismo y crecimiento con alcalinidad
resultante al inicio del estudio y poniendo a prueba las tres temperaturas del al final
del mismo. En las imagenes 7.8.27 a 7.8.30, se puede observar claramente que la
pruebas es negativa ya que no se ve crecimiento de ningun microorganismo, lo cual
nos indica que el micoorganismo no es capaz de usar citrato como fuente de

carbono para el metabolismo.

Acido sulfhidrico.

En esta prueba se evalud si se ha liberado enzimaticamente acido sulfhidrico (H,S)
gaseoso a partir de los aminoacidos azufrados para producir una reaccion coloreada
visible, negra, en presencia de un sistema indicador de H,S cepa al inicio del estudio
y al final del mismo poniendo a prueba las tres temperaturas en medio semi-solido
SIM. En las imagenes 7.8.31 a 7.8.34 el medio permanece sin cambio de color a lo

largo de la linea de siembra después de agregar reactivo de Kovac's.

Fermentacion de carbohidratos

Kliger/TSI

En esta prueba se evalué la capacidad de un microorganismo para atacar un hidrato
de carbono especifico incorporado, con produccién de gas o sin ella, junto con la
determinacién de la posible produccion de acido sulfurico (H2S) en los al inicio del

estudio y al final del mismo poniendo a prueba las tres temperaturas en los medios
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KIA/TSI. En las imagenes 7.8.43 a 7.8.50 podemos observar variaciones en las
pruebas, lo mas consistente es la fermentacion de la glucosa y en algunos tubos de

la lactosa, sin produccion de gas ni H2S.

Caldo rojo de fenol

Glucosa

En esta prueba se evalué la capacidad del microorganismo para fermentar
(Degradar) glucosa incorporada en caldo rojo de fenol y producir acido o acido
con gas visible. En las imagenes 7.8.59 a 7.8.62 podemos observar la presencia
de un color amarillo en el tubo indica una reaccion positiva para la fermentacion

de glucosa sin produccion de gas.

Lactosa

En esta prueba se evalué la capacidad del microorganismo para fermentar
(Degradar) lactosa incorporada en caldo rojo de fenol y producir acido o acido con
gas visible. En las imagenes 7.8.67 a 7.8.70 podemos observar la presencia de un
color amarillo en el tubo indica una reaccioén positiva para la fermentacion de

lactosa sin produccion de gas.

Sacarosa

En esta prueba se evalué la capacidad del microorganismo para fermentar
(Degradar) sacarosa incorporada en caldo rojo de fenol y producir acido o acido

con gas visible. En las imagenes 7.8.63 a 7.8.66 podemos observar la presencia
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de un color amarillo en el tubo indica una reaccion positiva para la fermentaciéon

de sacarosa sin produccion de gas.

Conclusiones

Viabilidad

Se puede observar que la cepa E. coli XL-1 Blue LTC es bioquimicamente estable,
lo cual nos indica que el ajuste del micro-método cumplié satisfactoriamente los
objetivos establecidos, dando evidencia que las tres temperaturas de congelacion

son aptas para la conservacién del microorganismo.

Pruebas bioquimicas.

Por ultimo, el trabajo experimental del ajuste del micro-método da notar que las tres
temperaturas mantuvieron integras las caracteristicas bioquimicas de la cepa
durante el estudio, por lo tanto, podemos decir que el método de criconservacion
Zaragoza funciona por un periodo de 6 meses a temperaturas de -22°, -170° y

-196° C.

Recomendacion

Este trabajo al ser el primero en probar temperaturas mas bajas de lo habitual da
pauta para continuar con un estudio de mayor duracion, el cual podria tomar los
resultados obtenidos y continuar con un estudio que evalué la estabilidad del

microorganismo después de dos afos de ser congelado.
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