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RESUMEN. La humanidad tiene la responsabilidad historica de solucionar uno de los problemas mas importantes de los tiempos
actuales: la conservacion del medio ambiente. Mientras que la conservacion de plantas y animales ha sido aceptada desde hace
tiempo, solo recientemente es que ha sido recibido reconocida la necesidad de conservar la diversidad microbiana. Laboratorios
LIORAD dispone de una coleccion de cultivos microbianos procedente de subcultivos primarios de cepas de referencia, donde se
encontraba depositada Pseudomonas aeruginosa, conservada por liofilizacion mediante dos variantes de sustancias lioprotectoras:
leche descremada y glicerol al 20 %. Teniendo en cuenta que en la actualidad estd mas extendido el empleo de mezclas de
aditivos, en el presente estudio se propuso como objetivo evaluar una formulacion (variante 3) constituida por leche descremada
mas peptona al 5 %, la cual se selecciond (a partir de estudios previos publicados por otros autores). Para verificar la conservacion
del cultivo se realizd un adecuado control de calidad, que incluy6 la comprobacion de pureza, viabilidad y estabilidad de las
propiedades de interés (identificacion fisiologica y bioquimica). Se procedié a realizar un tratamiento estadistico mediante el
software Minitab, V 14.0, para determinar si existian diferencias significativas entre las diferentes variantes de sustancias
lioprotectoras empleadas. La pureza e identidad, se mantuvieron inalterables en las tres variantes, la viabilidad: tanto en la variante
1, como en la 3 han permitido una buena supervivencia durante el tiempo objeto de estudio; no asi al emplear glicerol al 20 %. El
estudio estadistico corrobor6é con un 95 % de confiabilidad que no habia diferencias estadisticas entre las variantes 1 y 3. Al
finalizar el estudio se dispuso de dos variantes para la conservacion de la cepa por largos periodos de tiempo (el empleo de la leche
descremada al 20 % y la formulacion objeto de prueba).

ABSTRACT. Humanity has the historic responsibility to solve one of the most important issues of the present time: the
environment preservation. While the conservation of plants and animals has been accepted since long time ago, the need of
preserving the microbial diversity has received a proper acknowledgement just recently. LIORAD Laboratories have a collection
of microbiological cultures obtained from primary subcultures of reference strains, where Pseudomonas aeruginosa was kept
freeze-dried using two variants of lipoprotection: 1. Skimmed milk and 2. Glycerol at 20 %. As currently mixtures of additives are
widely used, it was evaluated as main goal of the present work a third formulation alternative: Skimmed milk plus peptone at 5 %,
which was selected from previous published studies from other authors. In order to check culture preservation an adequate quality
control was implemented, which included verification of purity, viability and stability of other key properties (physiological and
biochemical). A statistical treatment were performed, using Minitab, V 14.0, for checking if there were significant difference
between used lipoprotection variants. Purity and identity showed no variations for the three alternatives, viability in variant 1 as
well as in variant three allowed a good survival during the study, which was not the case by using glycerol at 20 %. Statistical
results showed there was no significant difference between these variants for 95 % confidential level. By the end of the study it
was haven two variants for preserving such strain for a long period of time, the use of skimmed milk at 20 % and the formulation
object of the present study.
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INTRODUCCION

La necesidad de mantener y disponer de cultivos de calidad impuso la introduccion de métodos de conservacion de
microorganismos a largo, mediano y corto plazos, siendo la liofilizacion el método de eleccién debido a sus
numerosas ventajas, entre las que se pueden resaltar: el poder garantizar la supervivencia de al menos el 70 % de las
células por un periodo considerable de tiempo (viables por 10 afios o mas),'” conservar las propiedades de
importancia de los cultivos y minimizar al maximo el riesgo de cambio genético en las células. Asimismo, reducir al
minimo el riesgo de contaminacion y permitir que la pureza del cultivo permanezca inalterable.®”

Los aditivos o lioprotectores son sustancias que se afiaden con el objetivo de mejorar las caracteristicas del producto
durante el proceso de lioflizacién o el almacenamiento'® o ambos inclusive. Se conoce que los azicares (sacarosa,
trehalosa), polioles (manitol, sorbitol, inositol), algunas sales, aminoacidos (glutamato) y sustancias proteicas
(peptona, leche descremada) son capaces de cumplir estos objetivos, aunque en la mayoria de los casos, los
mecanismos del efecto protector son poco conocidos.'' ™ La composicion adecuada de la formulacion de sustancias
lioprotectoras que se emplean durante el proceso de liofilizacion para la preservacion de los microorganismos, es un
aspecto que se debe tener presente, ser un factor que puede afectar la viabilidad de los microorganismos
liofilizados.'*"*

El microorganismo Pseudomonas aeruginosa, registrado en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) con el
namero 9027, se emplea en esquemas de certificaciones de calidad de estricto cumplimiento en la industria
biofarmacéutica.'**° Laboratorios LIORAD es una instalacion destinada a la produccion de parenterales liquidos y
liofilizados; dispone de un laboratorio de control de la calidad microbiologico, donde se encuentra depositado un
subcultivo primario de esta cepa de referencia. La cepa P. aeruginosa se encuentra conservada en caldo triptona soya
(CTS) con glicerol al 20 % y en leche descremada al 20 % como sustancias lioprotectoras y la liofilizacion como
método de conservacion. De acuerdo con resultados previos del grupo de trabajo de los autores (viabilidad
satisfactorias para la cepa conservada en leche descremada 20 % durante cinco afios y una disminucion en la
viabilidad a los tres afios de conservacion en glicerol al 20 %),*' y teniendo en cuenta que en la actualidad estd mas
extendido el empleo de mezclas de aditivos, pues en la mayoria de los casos actualmente se obtienen mejores
resultados que cuando se emplean las sustancias puras,”>> se propuso como objetivo de este trabajo evaluar otra
variante de conservacion de cepas este microorganismo (leche descremada mas peptona ambas a una concentracion
del 5 %).

MATERIALES Y METODOS

Para realizar el presente trabajo se utilizo la cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa, ATCC 9027 y medios de
cultivos: Caldo Triptona Soya (CTS) y Agar Triptona Soya (ATS), procedentes del Centro Nacional de
Biopreparados (Biocen). Se realizaron esquemas de certificaciones de calidad para su evaluacion (pureza, viabilidad e
identificacion). "%

Microorganismo empleado y su reconstitucion

La cepa se restituy6 con 1 mL de medio de cultivo CTS y se disemind en una placa de ATS 20 pL de la suspension
del microorganismo, se incub6 a (37 £ 2) °C durante 48 h*

Condiciones de cultivo y obtencion de la suspension

Del crecimiento microbiano se colect6 un cuarto del césped crecido sobre la superficie de la placa de ATS, se inoculd
en un erlenmeyer que contenia 100 mL de CTS y se incubd a (37 + 2) °C en zaranda a 170 r/min durante 1 h. El
cultivo se centrifug6 a 10 000 r/min por 30 min.

Para la preparacion de la suspension, se deseché el sobrenadante y se resuspendi6 la biomasa en CTS; se tomé 1 mL
de la suspension para realizar posteriormente el ensayo de viabilidad antes de liofilizar.”*

En bulbos estériles de forma homogénea, se distribuyd 1 mL de la suspension de este microorganismo y se
adicionaron 500 pL. de leche descremada al 5 % mas 500 uL de peptona a igual porcentaje como sustancias
lioprotectoras.

Condiciones de liofilizacién

La liofilizacion se realizé en un equipo (liofilizador) Edwards modelo Modulyo. El proceso se inicié con un pre-
congelamiento fuera de la camara del equipo liofilizador Se utilizd alcohol isopropilico enfriado a -70 ° C. El
material congelado se sometid a la accion del vacio 10 Pa lo que produjo la sublimacion. El proceso de liofilizacion
termind a las 20 h. Los bulbos se sellaron al vacio a una presion de 10 Pa y posteriormente, se almacenaron entre 2 y
8 © C para garantizar su estabilidad a largo plazo.'®*

Ensayo de viabilidad y pureza

Para evaluar las caracteristicas propias de la especie estudiada en tiempo cero y anualmente durante un periodo de
cinco afios, se restituyeron dos bulbos de la cepa en estudio a su volumen de liofilizacion con 2 mL de CTS, los
cuales se mezclaron de forma homogénea para obtener una muestra representativa. Se comprobd la pureza y la
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viabilidad. EI criterio de aceptacion considerado consistio en la obtencion de cultivos puros con un orden de
viabilidad mayor a 10° Unidades Formadores de Colonias (UFC) mL.

El ensayo de pureza se realiz6 por observacion macroscopica de las colonias crecidas (forma, tamafio

y color) y las caracteristicas microscopicas del cultivo obtenido en ATS, tefiido por el método de tincion de Gram.”’
Para evaluar la supervivencia del microorganismo a la liofilizacidn, se realizé el recuento de UFC/mL por diluciones
seriadas hasta 107, se realizaron tres réplicas por cada una de las diluciones y siembra en superficie en ATS. Las
placas se incubaron durante 18 a 24 ha 37 © C.**%

Identificacion fisiolégica y bioquimica

Se tomaron dos de los bulbos liofilizados, se restituyeron con 2 mL de CTS, se mezclaron e incubaron durante 1 h a
37°C. Transcurrido el periodo de incubacion, se inocularon 50 pL de la suspension en placas de (agar cetrimide, king
A, king B y agar Mac Conkey), las cuales se incubaron durante 24 h a (37 + 2) °C. Se realizé ademas, la prueba de
oxidasg ggegﬁn Kovacs y el crecimiento en los medios agar hierro kligler, agar motilidad y oxidacion/fermentacion
(O/F).>

Estudio estadistico

Para determinar si existian diferencias significativas entre las diferentes variantes de sustancias lioprotectoras
empleadas, se realizé un tratamiento estadistico.** Se emple6 el Minitab, versién 14.0. Se tuvo en cuenta un nivel de
significacion o = 0,05. En el estudio, se descartd la variante en la que se empled el glicerol 20 % porque solo
garantiza la viabilidad por 3 afios.

Se comprobaron las condiciones previas: no normalidad y aleatoriedad para V1d (leche descremada al 20 %) y Vldp
(leche descremada + peptona al 5 %). Se utilizo el método no paramétrico de Kruskal-Wallis para realizar las pruebas
de hipdtesis: método que solo exige que la variable sea independiente y permite comparar las medianas.*"**

Décima 1:
HO: Las medianas son estadisticamente similares.
H1: Las medianas son diferentes.

Estadistica descriptiva: V1d; V1dp

Variable N Media Desviacion estaindar Minimo Mediano Maximo
Vid 7 383 847 1,00 100 2300
Vidp 7 374 853 10,0 20,0 2300

RESULTADOS

Teniendo en cuenta los resultados del estudio de estabilidad en tiempo real, obtenidos durante un periodo de cinco
aflos, de la cepa Pseudomonas aeruginosa (Tabla 1) pudo seleccionarse cual variante, la de sustancia lioprotectora era
la apropiada para la conservacion de este microorganismo por largos periodo de tiempo.*!

Tabla 1. UFC/mL del recobrado de la cepa Pseudomonas aeruginosa durante cinco afios, conservada en tres
variantes de sustancias lioprotectoras.

Antes de la Después de la liofilizacion

Sustancia lioprotectora liofilizacion Afios

24 h ler 2d0 3 er 410 Sto
Leche descremada 20 % 2,3.10° 1,I1.10* 1,0.10° 1,6.10° 1,1.107  1,9.10° 1,0.10°
Glicerol 20 % 2,3.10° 1,1.10% 2,0.107 23.10° 3.8.10° — —

Leche descremada + Peptona al 5 2,3 .10’ 23.108 32.100 20.100 1,1.10" 1,5.10" 1,0.10’
%

Los resultados de la evaluacion de las caracteristicas morfologico tintoriales y culturales de la cepa, correspondieron
con el microorganismo en estudio (Pseudomonas aeruginosa). Las caracteristicas observadas coincidieron con las
. . . 23 <y . SO 7 .
descritas por Del Puerto, bacilos Gram negativos, alargados.” La observacion microscopica arrojo la presencia de

. ) s . 19
cultivos puros. Las colonias observadas concordaron con la morfologia tipica de la cepa de referencia ATCC 9027.
Los resultados morfolégicos y bioquimicos permitieron la identificacion taxondmica de esta cepa (Tabla 2)
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El estudio estadistico arrojo que la probabilidad obtenida por el método de Kruskal-Wallis resulto 0,848 sin y con
ajuste de colas, respectivamente, mayor que el nivel de significacion 0,05; por lo que se rechazo, H1 (medianas
diferentes) y acepté HO (medianas estadisticamente similares).™

Tabla 2. Pruebas para la confirmacion de especie P. aeruginosa.

Prueba Criterio de aceptacion

Produccion de oxidasa Desarrollo de color purpura.

Siembra en agar hierro de kligler Imagen alcalina de color rojo en todo el tubo, SH,
Negativo, gas Negativo

Siembra en agar cetrimide Colonias redondas, lisas, de bordes regulares.
Produccién de pigmento verde (pioverdina)

Siembra en Mac Conkey Colonias redondas, incoloras

Siembra en agar motilidad Crecimiento alrededor del sitio de Inoculacién

Siembra en medios king A y king B Produccion de pigmentos (piocianina y
pioverdina)

Medio base de oxidacion /fermentacion (O/F) Produccion de acido por oxidacion de la glucosa y
no utilizacion de lactosa

Crecimiento a 42 °C Crecimiento positivo con formacion de velo en la
superficie

B hemolisis Halo transparente verdoso alrededor de las
colonias.

Fermentacion de azicares Reaccion negativa

Las variables VId y Vldp leche descremada al 20% y leche descremada + peptona al 5 % respectivamente en funcion
del tiempo de almacenamiento evidenciaron que no hay una marcada disminucion en la viabilidad a los cinco afios de
conservacion en ninguna de las dos variantes.(figura 1)

2500

2000 \

1500

1000 \
500 T \

Antes de la  Después de la 1 2 3 4 5
Liofilizacion Liofilizaciéon

- - - VId (leche descremada 20%). ----- VIdp (leche descremada +peptona 5%).

Figura 1. Células viables de Pseudomonas aeruginosa de las variantes (I y 3) en funcion del tiempo de
almacenamiento (afios de cultivo).

DISCUSION

La liofilizacion esta considerada como el método mas adecuado para la preservacion de microorganismos. Los
resultados obtenidos antes y después de la liofilizacion de la suspension del microorganismo en este trabajo, permite
plantear que este no experiment6 una pérdida significativa de viabilidad, es decir, que la metodologia seguida durante
el proceso de liofilizacion en la que se empled leche descremada al 5 % mas peptona 5 %, resultd apropiada, ya que
sobrevivio a la liofilizacion; a pesar de que se conoce que las bacterias Gram positivas sobreviven mejor que las
Gram negativas cuando se les liofiliza.™®

La observacion microscopica y macroscopica de los cultivos demostro la presencia de un cultivo puro de la cepa
conservada; las caracteristicas morfologico tintoriales y culturales, mostraron que las colonias crecidas y los
resultados de la tincion de Gram coinciden con los de la cepa en estudio."

Los ensayos de identidad mostraron un comportamiento caracteristico de acuerdo con la descripcion de la especie. El
analisis del crecimiento en medios selectivos, asi como las propiedades bioquimicas y fisiologicas, fueron adecuadas
para confirmar que la identidad de la cepa en estudio se correspondian con las caracteristicas descritas en el
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certificado de calidad de esta, como parte de su identificacion, reportada por la ATCC. Lo que demuestra que se
mantienen inalteradas las caracteristicas propias de la especie Pseudomonas aeruginosa.”**

En cuanto a la conservacion de los microorganismos mediante el método de liofilizacion, el punto limitante del es que
aun hay poco conocimiento en la forma adecuada para preservar a las bacterias por este procedimiento y de acuerdo
con los datos con que se cuenta, no existe un lioprotector universal para todas las cepas bacterianas por lo que se
debe explorar la supervivencia a la liofilizacion para cada caso particular.®® El resultado del analisis de viabilidad de
la cepa Pseudomonas aeruginosa obtenido en este trabajo durante el tiempo objeto de estudio, corrobord que tanto la
leche descremada al 20 % como sustancia lioprotectora como la mezcla de sustancias lioprotectores leche descremada
al 5 % mas peptona al 5 % permiten una buena supervivencia al usar ambas variantes para la conservacion de este
microorganismo, resultado que se corrobord estadisticamente con un 95 % de confiabilidad al demostrar que no
existen diferencia estadistica significativa entre estas dos variantes. Estos resultados pueden haber respondido a que
la leche descremada (sustancia proteica) se recomienda como un lioprotector de excelencia por sus buenos resultados
en la preservacion de la viabilidad durante el proceso de liofilizaciéon.™ ® Ademas, la peptona es un polipeptido que
permite junto a la leche descremada mejorar las caracteristicas del producto durante el proceso de liofilizacion y
lograr una buena apariencia del liofilizado (pastilla compacta, sin grietas y de facil reconstitucion).”!

La cepa Pseudomonas aeruginosa, depositada en la coleccion del laboratorio en igual periodo de tiempo y conservada
bajo idéntica metodologia, pero con el empleo de glicerol al 20 % como sustancia lioprotectora, evidencié una
disminucion en viabilidad a los tres afos de conservada. Estos resultados coinciden con lo planteado por Parra que en
su investigacion hace referencia a la toxicidad del glicerol cuando se emplea como sustancia lioprotectora para la
conservacion de esta cepa.”®

CONCLUSIONES

En la conservacion de la cepa de Pseudoma aeruginosa mediante la liofilizacion se comprob6 que la formulacion
leche descremada + peptona al 5 % muestra resultados satisfactorios para la preservacion del microorganismo,
durante cinco afos, de igual modo como ocurri6 al emplear la leche descremada al 20 % en estudios previos
realizados por el grupo de trabajo.

Se corrobor6 estadisticamente que ambas variantes no presentan diferencias significativas con un nivel de
confiabilidad del 95 %, lo cual asegura que ambas variantes pueden ser utilizadas satisfactoriamente para la
conservacion de cepas de ese microorganismo por largos periodos de tiempo.
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