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RESUMEN

Se estudidé un grupo de réplicas de cepas bacterianas tipos que son conservadas en
el Laboratorio de Bacteriologia del Centro de Investigaciones Cientificas de la
Defensa Civil (Enterobacterias: 10, Acinetobacter: 1, Pseudomonas: 1). El objetivo
del trabajo fue evaluar la viabilidad (supervivencia) y las caracteristicas originales:
culturales, tintoriales, morfolégicas y bioquimicas de un grupo de microoganismos
después de 5 afios de conservacion en una mezcla estéril de leche descremada y
glicerol, a una concentracién final de 10 y 20 % respectivamente, contenidas en
ampulas de crioconservacion y a una temperatura de -25 °C. Todas las cepas
estudiadas y sus réplicas, crecieron en los medios de siembra utilizados a la
temperatura, atmoésfera y tiempo de incubacion requeridos, por lo que se determiné
un 100 % de viabilidad. Se comprob6 que mantenian sus caracteristicas
morfoldgicas microscoépicas y tintoriales, y las mismas caracteristicas culturales en
los medios sodlidos y sus propiedades bioquimicas del momento de la conservacion.
Los resultados obtenidos con el uso de esta forma de conservacion proporcionan
garantia y seguridad para la utilizacion de las cepas en correspondencia con sus
funciones en la coleccion de materiales biolégicos; promueven la continuidad de
estudios similares, como una manera de comprobar los objetivos principales de la
conservacion de cultivos microbianos.
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ABSTRACT

A group of replicas types of bacterial strains preserved at the Bacteriology
Laboratory of Research Center of Civil Defense (Enterobacterias: 10, Acinetobacter:
1, Pseudomonas: 1) was studied. The objective was to assess the viability
(survival) and original features (cultural, staining, morphological and biochemical
features) of a group of microorganisms after 5 years of storage in a sterile mixture
of skim milk and glycerol to a final concentration of 10 % and 20 % respectively,
contained in vias and cryopreservation at -25 0 °C. All strains studied and their
replicas grew in the planting media used to temperature, atmosphere and
incubation time required, so 100 % viability was determined. It was found that they
maintained their microscopic staining and morphological characteristics, and the
same cultural characteristics on solid media and biochemical properties of the
moment of conservation. The goods results obtained from the use of this form of
conservation provide guaranty and safety to the use of strains in accordance with
their functions in biological materials collection; as the continuity of similar studies
as a means of testing the major objectives of conservation of microbial cultures,
keeping unpolluted alive microorganism in conditions as nearest as possible to the
isolation or original characterization.

Keywords: collection, strains, conservation, maintenance.

INTRODUCCION

La utilizacion de los microorganismos ha sido la clave en la preservacion de la
biodiversidad del planeta, en el desarrollo de los procesos biotecnoldgicos y en la
solucién y enfrentamiento a graves problemas de la humanidad. Esto ha permitido
el reconocimiento a nivel mundial de la importancia que tiene la conservacion
eficiente de los cultivos microbianos, que acredite la reproduccion de resultados.'
Para ello se han establecido varios métodos de preservacion con los cuales se trata
de mantener el cultivo viable y con un minimo de cambios genéticos, lo mas
cercano posible al aislamiento original.®> En la actualidad, para la conservacion de
los cultivos por largos periodos de tiempo se emplean la liofilizacion y la
criopreservacion®’ como métodos de eleccién que aseguran la viabilidad, pureza y
estabilidad de las cepas.

El uso de microorganismos correctamente caracterizados es referencia para
procesos de investigacion, produccion y servicios, y ha sido una premisa para el
trabajo de la colecciéon de cultivos microbianos del laboratorio de bacteriologia del
Centro de Investigaciones Cientificas de la Defensa Civil (CICDC). Este centro se
encarga del mantenimiento y la conservacion de réplicas de cepas tipo de
colecciones reconocidas (ATCC, American Type Culture Collection), de otras
colecciones, asi como aislados de muestras clinicas.

El objetivo de este trabajo es evaluar la viabilidad y las caracteristicas originales:
culturales, tintoriales, morfolégicas y bioquimicas, de un grupo de microorganismos
conservados.
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Para iniciar estos estudios se seleccionaron 12 microorganismos de la coleccion:
Enterobacterias 10, Acinetobacter 1, Pseudomonas 1 (tabla 1), conservados en una
mezcla estéril de leche descremada y glicerol, a una concentracion final de 10 y 20 %
respectivamente, contenidas en ampulas de crioconservacion de 1,5 mL a razén de

1 mL por ampula y a una temperatura de -25 °C.8°

Se utilizaron como documentos de referencia los procedimientos para el manejo de
la coleccién y de otros materiales bioldgicos, y el instructivo de la casa comercial
Difco, que incluye las pruebas y los resultados para la identificacion de cada uno de
los microorganismos. De cada cepa seleccionada se incluyeron dos réplicas. El
tiempo transcurrido desde la conservacion hasta este estudio fue de 5 afios.

Los medios de cultivos utilizados para el crecimiento y la multiplicacion de los
microorganismos fueron: caldo triptona soya (CTS), base agar sangre (AS), agar
triptona soya (ATS), agar nutriente (AN) y agar MacConkey (AMC), de la casa
comercial Oxoid. Otros de los sistemas y medios que se utilizaron para la
identificacion de los cultivos fueron: sistema de identificacion APl 20 E, de
BioMérieux y otros reactivos disponibles en los laboratorios de medios de cultivo y
Bacteriologia (medio Kligler, medio de oxidacion/fermentacion, entre otros).

Tabla 1. Microorganismos estudiados y réplicas conservadas hasta el momento del estudio

Microorganismos Nc'ci. de réphcag
isponibles
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 4
Enterobacter cloacae ATCC 23355
Escherichia coli ATCC 25922
Kiebsiella pneumonize ATCC 13383
Serratia marcescens ATCC 8100
Shigella flexneri ATCC 12022
Shigella sonnel ATCC 25931
Szlmonella typhimurium ATCC 14028
Proteus vulgaris ATCC 13315
Citrobacter freundii ATCC 8090
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

O YO Y O A O O Y B O TR R T Y

Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19808

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD Y PUREZA

Para determinar la viabilidad de las cepas, un volumen de 100 pL de las réplicas
seleccionadas, se inocul6 en CTS y se incubaron entre 35y 37 °C de 18 a 24 h. Del
caldo crecido se realiz6 siembra por agotamiento en placas con AS al 7 % y ATS en
iguales condiciones de incubacion. Pasado el tiempo se realiz6 la observacion a
simple vista y bajo microscopio estereoscopio de las placas para determinar la
viabilidad a partir de la visualizacion del crecimiento de colonias en las estrias del
medio, con una primera descripcion de las caracteristicas de los cultivos, a los que
se les realiz6 coloracion de Gram para determinar y describir la morfologia y
comportamiento de la tincidn por observacion microscoépica. Se evalué también el
estado de pureza, si no se observaba ninguna otra forma bacteriana diferente a la
esperada.1%1!
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DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS CULTIVOS E
IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Una vez evaluado el crecimiento inicial, desde los cultivos de AS (de las dos
réplicas), se realiz6 el segundo pase a AN y en agar MacConkey, en iguales
condiciones y tiempo de incubaciéon. Del crecimiento obtenido en los medios AS y
AN se realiz6 nuevamente la observacién macroscopica y descripcion del cultivo,
tincion de Gram para observar sus caracteristicas morfologicas y tintoriales y el
estado de pureza. La identificacion bioquimica se realiz6 por métodos
convencionales y el sistema comercial de identificacion APl 20E a partir del cultivo
en AN.

Todas las cepas estudiadas y sus réplicas, crecieron en los medios de siembra
utilizados a temperatura, atmodsfera y tiempo de incubacion requeridos, por lo que
se determind un 100 % de viabilidad después de 5 afios desde su conservacion.

En los medios sdlidos, el crecimiento correspondid con sus caracteristicas
morfoldgicas, fue adecuado y abundante, hasta las Ultimas estrias de la siembra
inicial. Aunque no se pudieron precisar los datos de viabilidad (referida a la
concentracion inicial conservada) porque no existe la referencia del momento de la
conservacion, al considerar la viabilidad obtenida y el tiempo de sobrevivencia de
las cepas, se puede sugerir que su conservacion se efectu6 a partir de cultivos en
optimas condiciones de crecimiento, es decir, fase exponencial 1?13

Al observar los resultados de la coloraciéon de Gram desde los medios crecidos

(a partir del CTS y los sélidos), se comprobd que mantenian sus caracteristicas
morfolégicas microscopicas y tintoriales, ademas permanecian puras. Aunque
algunas mostraron la morfologia algo variable, fundamentalmente en la primera
siembra, por la existencia de bacilos cortos gram-negativos, lo que se explica por el
tiempo de conservaciéon en congelacion que tuvieron las cepas (que afecta la
actividad biolégica bacteriana), durante el cual permanecieron inactivas y
sometidas a condiciones de estrés; es decir, han estado en un periodo que se ha
denominado de latencia, en el cual la actividad enzimatica disminuye notablemente
e incluso podria decirse que se detiene, situacion que condiciona cambios de
adaptacion en la bacteria a las condiciones cercanas a su habitat natural. Este
estado puede ser transitorio y finaliza cuando las condiciones de estrés se eliminan.
Uno de los mayores problemas que puede ocasionar es generar cambios que
pueden ser transitorios o permanentes en su actividad enzimatica, capacidad
antigénica, viabilidad o velocidad de crecimiento.**15

El 100 % de las cepas y las réplicas estudiadas mostraron sus caracteristicas
culturales en los medios sélidos y sus respuestas bioguimicas para todas las
pruebas evaluadas similares con las del momento de la conservacion, que son
ademas las originales (tabla 2), por lo que no hubo duda de su correcta
identificacion.

Diversos estudios abordan objetivos similares a este trabajo, con resultados
variados en relacion al método para dar respuesta sobre la utilidad del medio y
meétodo de conservacion empleados para la sobrevivencia, y el mantenimiento de
las caracteristicas de los microorganismos, para garantizar el suministro de cultivos
estables a la disposicion de diferentes servicios.'6-18
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Tabla 2. Resultados de las pruebas bioquimicas
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Los resultados obtenidos dan una medida para evaluar adecuadamente el medio y
meétodo utilizados, por la sobrevivencia lograda y la demostracion de que los
microorganismos mantienen, después de 5 afios desde su conservacion (momento
de la evaluacion), las mismas caracteristicas culturales, fenotipicas y bioquimicas.
Proporciona ademas informacion para dar garantia y seguridad en la utilizacion de
los microorganismos en correspondencia con sus funciones en la coleccién de
materiales biolégicos. Promueven la continuidad de la evaluacion del estado del
resto de la coleccidon, como una forma de comprobar los objetivos principales de la
conservacion de cultivos microbianos: mantener al microorganismo vivo, no
contaminado, en una condicién lo mas cercana posible al aislamiento original.
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