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INTRODUCCION
A través de la Historia, la humanidad se ha preocupado
siempre por coleccionar diversos tipos de objetos y organig
mos, y gracias a esto, se han podido conservar muchos cono-
cimientos, que de otra forma se hubieran consumido con el -

paso del tiempo.

Consideramos que una coleccidén de cualquier tipo, para
ser realmente valiosa, debe aportar algo a cierta comunidad,

y ser de provechc para ella.

El trabajo que aqui presentamos, tiene por objeto ini-
ciar una Coleccidn de Cepas en nuestra Facultad, y con ello,

prestar un servicio al area de Microbiologia.

La Coleccidén se encargaréd de conseguir cepas y mante——
nerlas en estado liofilico, método apropiado para la mayoria
de cepas, segin se verd a lo largo de esta Tesis. Estas ce——
pas serdn controladas antes y después de someterlas al proce-

so de liofilizacidn para tener la mayor informacidén posible

sobre ellas.

El proyecto es gue la Coleccidn llene las necesidades,
primeramente de la propia Facultad, ya sea en practicas o tra-—

bajos de investigacién, y como ayuda a nuestros compafleros



para que puedan realizar su Servicio Social, trabajos y
Tesis. Posteriormente, la Coleccidn podr& prestar servicio
a otras instituciones dentro de la Universidad asi como a
la Industria, y estard en contacto con hospitales e insti-
tuciones de salud piblica que estén interesados en estudios
con microorganismos y gue puedan proporcionar cepas a la
Coleccién. Ademds es importante la relacidn con otras Co—-

lecciones de Cepas nacionales y extranjeras.



CAPITULC I

ANTECEDENTES Y GENERALIDADES

ANTECEDENTES

La coleccidn de materiales biolbgicos y su preservacidn para
diferentes fines, debe remontarse seguramente a la época de-

Linneo, o quizds a é&pocas anteriores.

Las primeras colecciones de organismos vivos fueron herba; -
rios asi como colecciones comparables de insectos, pdjaros,-
etc. Estas reﬁresenta.n una importante faceta en investiga--
ciones botdnicas y zooldgicas. Estas colecciones estaban --
formadas generalmente por organismos muertos disecados que -
son fitiles s8lo para estudios comparativos de estructura y -
morfologia incluyendo los detalles que pueda aportar la mi--

croscopia "post-mortem'".

Por razones obvias, la coleccidn y el catdlogo de organismos
inferiores se desarrolld mis lentamente; pero a principios -
del Siglo XIX ya se empezaban a hacer colecciones principal-~
mente de hongos y algas. Sin embargo, no fue hasta que en -
la segunda mitad del Siglo XIX, cuando los pioneros de la Mi
crobiologia, como el micélogo De Bary, el bacteridlogo Koch-
y el zimdlogo Hansen, desarrollaron técnicas para propagar -
microorganismos en forma de cultivos puros y reproducibles -

en el laboratorio. Estos nuevos descubrimientos dieron por-



resultado las primeras colecciones de microorganismos vivos,
aunque &stas tenian un campo limitado al interés especial de

los investigadores y no contaban con técnicas especiales de-

preservacibdn.

Las colecciones particulares de muchos investigadores fueron
la base para la creacibn de grandes centros dedicados exclu-
sivamente a conservar y estudiar gran diversidad de microor-
ganismos. Como ejemplo de estas instituciones tenemos la --
American Type Culture Collection, en los E.U.A., y la Central

Bureau Voor Schimmel Cultures,en Holanda.

GENERALIDADES

Los primeros intentos de preservar cultivos fueron hechos =--
transfiriendo a los microorganismos de su habitat natural a-
material fresco y no infectado del mismo tipo. El principal
problema que presentaban las primeras técnicas de cultivo --

eran de esterilidad de los medios de cultivo y del material.

Los medios de cultivo que se usaron primeramente, fueron ex-
tractos de tejidos animales o vegetales, (frutos, semillas,-
verduras, etc.) solidificados adicionande gelatina. Con la-
introduccidn del agar como agente solidificador relativamente
inerte, por Frau Hesse alrededor de 1880, se incrementd el -

uso de los medios de cultivo sdlidos.

Posteriormente, se siguieron usando extractos naturales como

nutriente de medios de cultivos, lo cual se hace hasta hoy -



en dia cuando se buscan los extractos mds apropiados para el

crecimiento de los diversos microorganismos.

Para asegurar una mejor reproducibilidad y para facilitar --
los estudios bioquimicos y fisioldgicos, la atencidn de los-
investigadores se ha dirigido hacia medios de cultivo de com

posicidn conocida, que se designan como medios "sintéti-os".

Ya en 1869, Raulin introdujo una solucidn nutriente conte- -
niendo cantidades medidas de sacarosa, aminodcidos, &cido -~
tartdrico y nitrato de amonio, junto con otras sales para sus

estudios con Aspergillus niger. Un medioc similar, atribuido

a Czapek se convirtid en uno de los mds usados para cultivar

hongos y fué introducido en E.U.A. por Dox.

Al mismo tiempo, los microbidlogos de muchos paises buscaron
soluciones nutrientes de composicidn conocida para estable--
cer el valor nutricional de diferentes carbohidratos, fuen--

tes de nitrdgeno, iones metélicos, vitaminas, etc.

Ya sea que fueran extractos naturales o mezclas de composi--
cidn conocida, estos nutrientes fueron solidificados con - -
agar y generalmente colocados en tubos inolinados y asi usa-
dos como superficies para transferir los cultivos a interva-

los regulares, seglin se requiera para organismos especificos.

Este procedimiento conocido como resiembras en agar inclina-

do, es aln muy usado ya que tiene varias ventajas:



a).- Se pueden transferir las cepas fdcil y rdpidamente.

b).~ La pureza y variabilidad del cultivo pueden ser verifi

cados durante el desarrollo.

@).- Si1 son almacenados a 4°C después de que el desarrcllo-
(incluyendo la esporulacién) es completo, pueden perma
necer viables por meses y en algunos casos por varios-
afios i se previene la desecacidén del medio utilizando

tubos con tapdn de plastico.

El medio de cultivo, la temperatura de incubacidn y todas --
las condiciones de presarvacidn deben ser estandarizadas pa-
ra minimizar la reproduccidn y produccidn de metabolitos in-

deseables para la viabilidad.

Algunos investigadores (Westerdijk) probaron alternar los --
substratos alimenticios en pases periddicos sucesivos y tu--
vieron éxito en la preservacidn de una coleccién bastiante --

grande y diversa de hongos.

Otra técnica bastante usada, es la siembra "en piquete", que
consiste en inocular superficies planas en un sdlo punto a -
partir del cual se propaga el cultivo;‘generalmente 5¢ hace-
:n tubo,introduciendo el asa casi hasta el fondo. En este -
método el desarrcllo no es muy zhundante, con lo cual se evi

tan pases constantes de la zepa.

Para reducir los procesos metabdlicos y retardar el proceso-

de envejecimiento, también se puede recurrir a otros procedi



mientos como cubrir el crecimiento microbiano con acei-
te mineral estéril. Este método fue recomendado prime-
ramente, por Lumiere y Chevrotier, para extender la lon

gevidad y reducir la variabilidad de gonococos en culti

vos con suero. Desde entonces ha sido usado para pre--
servar muchos otros microorganismos. Se usa principal-
mente para microorganismos que no pueden ser preserva--
dos por liofilizacidn como es el caso de algunos ficomi
cetos aculticos. Otro método usado es la preservacién-
en tierra o arena estéril, que se introdujo en el perio
do de 1910 a 1820. Como dato interesante, podemos men-
cionar el hecho de que Omeliansky encontrd alin viables-

cultivos de Clostridium pasterianum, 24 afios después de

haber sido preservados en arena estéril por Winogradsky.

Por lo que a lé desecacidn de cultivos se refiere, mu--
chos investigadores han descrito procedimientos de seca
do relativamente simples para preservar cultivos y es--
tos métodos han tenido muchas modificaciones dependien-
do el material que se quiere conservar. Fenell dié la-
pauta sobre estos procedimientos dando algunas indica--

ciones:

L.- Es preferible una répida desecacién al vacio a un-

secado lento.

2.- La presencia de materiales protectores como por --

ejemplo: suero o leche, incrementa la superviven-

cia.



3.~ Los cultivos secos tienen una viabilidad mayor si-
se conservan en refrigeracidén; podemos citar va- -
rios ejemplos en los que se aplican los conceptos-

anteriores:

Brawn preservd neumococos y estreptococos hemoliticos -
de 4 a 12 afios, secando las células en suero o sangre -
sobre tiras de papel filtro y en botellas al vacio con-

teniendo CaCl,.

Rhodes reportd 88% de supervivencia en periodos mayores
de 13 afios de 61 géneros de hongos, mediante el secado-
de esporas y micelios en gotas de suero equino usando -
Py0g5 como deshidratante, combinando con vacio y finalmen

te cerrado hermético.

A partir del método anterior se desarrolld una técnica-
que combina la congelacidn con el secado al vacio llama
da liofilizacidn, que ha resultado muy conveniente y se

puede usar para una gran cantidad de microorganismos.

Los procedimientos de secado a partir de un estado de -
congelacidn se ha practicado desde los trabajos de Sha-
rell en 1909 y Hammer dos afios después. Por muchos - -
afios se 1imitd el estudio a bacterias, virus y prepara-
ciones inmunolégicas hasta que en 1942 se aplicd (Fenell
y Raper) a una gran cantidad en hongos. En este traba-

jo obtuvieron los siguientes resultados:




De 78 especies de Aspergillus y 140 de Penicillium, sé-
lo dos especies de este (ltimo no eran viables después-

de 17 afios, sdlo 31 (8.8%) no eran viables.

Hay ciertos hongos que no pueden ser conservados por es
te método como por ejemplo, algunos Ficomicetos acudti-

cos como se menciond antes.

La conveniencia de la liofilizacidn como método para --
-~ . .V -
preservar la mayoria de los microorganismos ya ha sido-
bien establecida. Son muchos los reportes de las apli-
caciones exitosas: Se conserva la viabilidad, la conta
minacidn es relativamente ficil de evitar y cuando la -
liofilizacidn se hace apropiadamente, la variabilidad -
en los cultivos de células o esporas liofilizadas es mi

nima.
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CAPITULO II

CONTROL ADMINISTRATIVO DE UNA COLECCION DE CEPAS

Deben ser considerados algunos aspectos principales en lo --

que concierne a colecciones de cultivos:

l1.- La diferenciacidn de las Colecciones en Especializadas-

y Generales o de Servicio.
2.~ Definir su campo y su funcidn.

3.- La responsabilidad de las Colecciones de Servicio como-

centros de depdsito y distribucidn.

4.~ Colecciones de Cepas como centros activos de estudio; -

cooperacidn entre Colecciones de Servicio y Especializa

das.

5.- La necesidad de un servicio de identificacidn.

Se entiende por una Coleccidn Especializada la que es necesa
ria principalmente para trabajo de investigacién dentro de -

la institucidn que mantiene la coleccidn.

En las colecciones Generales o de Servicio, el propdsito de-
mantener las cepas es servir a todos los microbidlogos inte-
resados. Estas estan organizadas internacionalmente y man--

tienen un amplio surtido de microorganismos, como por ejem--
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plo: la American Type Culture Collection (A.T.C.C.) y la --

Central Bureau Voor Schemmel Cultures (C.B.S.).

Las Colecciones Especializadas pueden estar referidas a de--
terminada area, por ejemplo: de interés médico, industrial,
etc.; o a una determinada especie de microorganismos, como -
es una coleccidn del género Penicillium, Salmonella, o Céndi

da, etc.

Las Colecciones Especializadas en un drea determinada pueden

clasificarse en:

a).- Colecciones médicas y veterinarias.

b).- En Colecciones fitopatolbgicas y agricolas. )

c).- Colecciones industriales.

d).~ Colecciones de laboratorio para universidades y centros

de ensefianza e investigacidn pura.

"Del buen funcionamiento de una Coleccidn Especializada de -
microorganismos, puede depender la salud p@blica de un pais-

o el rendimiento de las cosechas". (A.L. Van Beverwijk).

Los institutos médicos y veterinarios tienen cepas de diferen
tes tipos seroldgicos, listas para hacer un diagndstico en ca
SO que se presente una epidemia; en institutos fitopatoldgi-
cos se estudian los ciclos de vida de pardsitos de plantas,-
con el fin de tomar las medidas necesarias cuando se presen-

te una plaga en determinadas plantas. En esta forma, se de-
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fine el campo y la funcidn de las cepas.

Las Colecciones de tipo General o de Servicio tienen dos fun

ciones:

Preservar cepas y especies de interés y distribuir subculti-
vos de éstas. Como centro de depdsito, las Colecciones Gene
rales deben asegurar la continuidad de microorganismos de im

portancia cientifica y/o industrial.

Para la preservacidn de las cepas deben buscarse los métodos

mas apropiados seglin el tipo de microorganismo.

El segundo propdsito de una Coleccidn de Servicio es que Jlas
cepas estén facilmsnte disponibles para la gente interesada.
Las principales responsabilidades que tiene un centro de dis

tribucidn de cepas son las siguientes:

a).- Mantener una gran diversidad de cepas y especies, se--

gln el interés que tengan.

b).- Estar al tanto de la literatura sobre temas de bioqui-
mica y taxonomia, de tal forma que puedan ser incorpo-

radas a la coleccidn, nuevas cepas.
c).- Preservar los organismos en la mejor condicibén posible.

d) .~ Llevar un control detallado de los datos concernientes
a las cepas y proporcionar estos datos cuando sean re-

queridos.
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e).~- Antes de proporcionar las cepas deben ser verificados- -
todos los dates y comprobar que no haya contaminacidn,

0 que sean atipicas.
f).- Una pronta respuesta a los requerimientos.

g).- Publicar un catdlogo con las cepas disponibles, dando-
la informacidn pertinente de cada cepa en forma clara-
y concisa. Dar al catilogo una amplia difusidn y pu--

blicarlo en forma regular.

En realidad, todos los requisitos para el buen funcionamien-
to de una coleccidn de cultivos, son ficilmente estipulables

pero dificilmente realizables.

La coleccidn que proyectamos crear en nuestra Facultad, tien
de a ser una Coleccidn General o de Servicio, y aspiramos a-

que sean cumplidos los requisitos mencionados.

Segln Van Beverwijk, debe haber una estrecha relacidn entre-
Colecciones Generales y Especializadas; las Generales pueden
proveer a las Especializadas de las cepas necesarias y éstas

a su vez proporcionan nuevos microorganismos aislados.

Las Colecciones Generales poseen siempre, datos de patogeni-
cidad y propiedades bioquimicas de sus cepas, pero general--
mente no estdn equipadas para comprobarlos; por esto, es im-
portante que las propiedades de una cepa sean verificadas --

por especialistas de tiempo en tiempo.



14

A veces sucede que un organismo usado en investigacidn ya no
muestra las propiedades esperadas, simplemente por alguna con
taminacidn o mutante, que no fue detectada por el investiga-
dor o por otra razdn. En estos casos deberid ser consultado-
el taxonomista de una Coleccidn General para verificar la --
identidad de una cepa. Por ello, es necesario contar con un

servicio de identificacidn de cepas.

Las colecciones grandes con un gran nimero de cepas, son una
buena base para dar este servicio, ya que los laxonomistas

tienen a su disposicidn una extensa literatura, cultivos au-
ténticos y de primo aislamiento, que pueden ser usados para-

estudios comparativos y ademds la experiencia en su campo.

Es conveniente que una coleccidn esté relacionada con espe--
cialistas y con otras colecciones de renombre, para asi te--

ner una informacidn correcta de nuevos estudios realizados.

Todas las personas responsables de los cultivos deben estar-
familiarizadas con los misios y con las técnicas de preserva

.2
cion.

Debe llevarse un registro de las cepas que se reciben y de -
las que se despachan para poder hacer una relacidn de las ce

pas que tienen mds demanda.

Una coleccidn de cepas debe ser un constante centro de inves
tigacidn en el cual se busquen nuevas técnicas de preserva--

cidn o modificaciones a las ya existentes, se estudien los
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procesos y sus efectos sobre las diferentes propiedades de -
los microorganismos asi como muchos otros aspectos que pue--

den ser base de investigaciones.

ACEPTACION DE NUEVAS CEPAS:

En una coleccidn bien organizada, toda nueva cepa que es acep
tada ya sea liofilizada o en estado activo debe ser comproba
da inmediatamente en cuanto a su viabilidad y su pureza. Pa
ra llenar este requisito la recepcidn de cultivos debe ser -
regulada, ya que muchas veces las cepas recibidas no pueden-
ser vreactivadas, debido a que en ocasiones se ignoran las --
propiedades de los organismos en estudio. Por lo tanto, al-
recibir una cepa, €sta debe venir acompafiada de toda la in--
formacidn necesaris Lara su estudio, por ejemplo: ‘temperatu

ra dptima, medio de cultivo adecuado, etc.

Después que se ha obtenido crecimiento del cultivo, se com--
prueban la pureza, las propiedades morfoldgicas y bioquimi--

cas segln el reporte del donador.

El siguiente paso después de haber concluido todas las prue-
bas, es darle a la cepa un nimero de registro y anexarle una
hoja de control de datos. Entonces, la cepa estd preparada-
ya para ser preservada por liofilizacién u otro método ade--

cuado .

Después de haber concluido el proceso de conservacién, se --

vuelven a comprobar a diferentes intervalos de tiempo (depen



16

diendo de la cepa) la viabilidad, pureza y demds propiedades,
para verificar si ha sido correcta la técnica de preserva- -

.o
cion.

Es conveniente hacer antes y después del proceso de preserva
cidn, un conteo de microorganismos viables para saber si el-

proceso se llevd a cabo en condiciones adecuadas.

En lo que respecta a nomenclatura de cepas, los bacteriblo--
gos se basan en el Manual de Bergey; para levaduras se usa -
la Monografia de Lodder y Kreger-Van Rij. Los cambios en la
nomenclatura de hongos, son publicados en varias revistas mi
colégicas y también en revistas de botdnica o microbiologia-

general.

Se sugiere la siguiente informacidn, para que sea anexada a-

cada cepa:

A.- Nimero de registro.

B.- Nombre cientifico del microorganismo.

C.- Sindnimos.

D.- Nombre del donador con su niimero de registro.

E.- Cepa de "primo aislamiento" o derivada de material tipo.
F.- Fecha de entrada a la coleccién.

G.~ Sustrato del cual fue aislada la cepa, palis y fecha de-
aislamiento.

H.- Un resumen sobre datos de patogenicidad, propiedades --
bioquimicas y aplicaciones.

I.- Referencia de literatura pertinente. Nimero de patente-
(si lo tiene).

J.- Nimero de registro de la cepa en otras colecciones.
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SISTEMA DE NUMERACION:

Los nlimeros de registro se asignardn a las cepas por orden

alfabético de acuerdo a la Tabla #1 . Cada especie de micrg
organismo tendrid un nimero diferente. E1 niimero de cepa se-
representard por un niimero progresivo despuds del nlimero de-

registro, por ejemplo: en la Tabla #1 aparecen 3 cepas de-

Escherichia coli con el mismo nlimero de registro (191), pero

cada una tiene otro nimero de cepa: 191-1; 191-2; 191-3.

Los ejemplos de la Tabla # 1 nos muestran la forma de asig-~

nar nlmerc ds registro y nimero de cepa.

TARJETAS DE CONTROL:

Cada cepa que sea incluida en la coleccidn, recibird un nime
ro de registro y tendrd un conjunto de tarjetas de control.-
A continuacidn presentamos y explicamos el objeto de cada --

una de las tarjetas:

Tarjeta # 1: Caracteristicas Generales.-

Aqui se anotari toda la informacidn que se obtenga de la ce-
pa; se incluiridn datos de morfologia macro y microscbpica, -

propiedades bioquimicas, patogenicidad, referencias bibliogri

ficas, etc.

En esta misma tarjeta se anotardn las condiciones de creci--

miento y forma de las colonias microbianas en diferentes me-

dios de cultivo.

’



13

Esta tarijeta es sumamente importante ya que serviri de base-
para cualquier estudio que se lleve a cabo de la cepa; ade--
mas, de aqui se obtendrdn los datos necesarios para dar la -
informacidn requerida cuando una cepa es solicitada. Si el-
solicitante desea toda la informacidn que se tiene, entonces
se le dard una copia de esta tarjeta, pero en la mayoria de-

los casos, sblo se proporcionardn los datos que sean de espe

cial interés para el solicitante.

En caso de recibir alguna cepa con poca o ninguna informacidn,
se procurara llevar a cabo la mayor cantidad posible de estu
dios para poder caracterizarla adecuadamente. Todas las prue

bas que se realicen seran anotadas en esta tarjeta.

Tarjeta # 2: Datos de liofilizacidn - Control.-

Los datos anotados en esta tarjeta serin de utilidad para co
nocer las condiciones en que se ha llevado a cabo la preser-
vacidn de la cepa por liofilizacidn. Ademis, esta tarjeta -
incluye el control de la cepa antes y después del proceso, -
lo cual tiene por objeto valorar la forma en que se ha reali
zado la liofilizacidn. Los datos que deberdn controlarse an
tes y después del proceso son principalmente la pureza, via-

bilidad y pruebas bioquimicas de rutina.

Es muy conveniente determinar la humedad residual de la cepa
liofilizada, ya que esto nos permite valorar si el tiempo de
liofilizacidén fue adecuado. Ademis, se llevardn a cabo prue

bas especificas segln el tipo de microorganismo.
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Tarjeta # 3: Estabilidad de la Cepa.-

Este control consiste en realizar cuentas de microorganismos
viables a diferentes intervalos de tiempo después de la lio-
filizacidn, con el objeto de determinar la estabilidad de la

cepa.

Por regla general, si una cepa liofilizada adecuadamente se-

mantiene entre 4 y 6° C, su viabilidad disminuird lentamente
; . P o e &

y sus propiedades bioquimicas y genéeticas permaneceran inva-

riables durante varios afios. El miximo tiempo que una cepa-

liofilizada permanece viable, obviamente varia mucho segiin -

el tipo de microorganismo y segin las condiciones en que se-

haya realizado la liofilizacidn y el mantenimiento posterior.

Tarjeta # 4: Distribucidn de la cepa.-

Es necesario llevar un perfecto control de la entrada y sali
da de cepas, para que en un momento dado, se sepa cudntas am
polletas hay en existencia de cada cepa en la coleccibn. --
También deberdn anotarse los nombres de las personas o insti
tuciones a las cuales se proporciona la cepa para controlar-
la distribucidn y ademd@s porque posteriormente se puede obte
ner informacidn del uso que se le did a la cepa y de los es-

tudios realizados.

Tarjeta # 5: Informacidn especifica de la cepa.-

Esta tarjeta se llenard y se anexard a cada pedido de cepas.

Se incluyen los datos minimos que debe conocer quien requie-
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re la cepa; ademds se incluirdn otros datos que sean solici-
tados, los cuales pueden obtenerse de la Tarjeta # 1. Si el
solicitante requiere todos los datos que se tienen de la ce-~

pa, se le proporcionard una copia de Tarjeta # 1 completa.
CATALQOGO:

Cuando la Coleccidn de Cepas esté bien establecida y empiece
a funcionar, se hard un catdlogo de las cepas en existencia-
colocado por orden alfabético y que incluiri todas las cepas

que estén ya listas para ser distribuidas.

Se piensa incluir en este catdlogo anotaciones breves, acer-
ca de los datos mas importantes concernientes a la cepa. De

bera publicarse periddicamente.

DISTRIBUCION DE CEPAS:

Toda persona o institucidn interesada en adquirir alguna ce-
pa de la coleccidn, deberid presentar una solicitud en hojas-
membretadas del laboratorio o institucidn conocida que requie
re la(s) cepa(s). Esto no es un mero "tramite burocritico",
sino mds bien una medida necesaria para asegurarse, hasta don

de sea posible, que la cepa no serd usada para fines negativos,
y exista una responsabilidad legal.

Antes de entregar una cepa requerida, deberdn ser rectifica-
dos, la mayor cantidad de datos posibles, que se haya deter-
minado anteriormente. Se deben comprobar por lo menos, la -

pureza y la viabilidad.
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Cada ampolleta deberd estar debidamente etiquetada en el in-
terior con la fecha de liofilizacidn, el nimero de liofilizacidA,
el>nombre y el nimero de registro de la cepa ( la técnica para -
etiquetar los tubos en el interior, se menciona en el capitulo -
de Material y Métodos).

En un instructivo contenido en los envases aparecerdn las -

instrucciones para la rehidratacién, manejo y conservacidén de la

cepa.

Cuando una cepa requiera ser transportada, se deberd tener
cuidado de empaifr adecuadamente las ampolletas para evitar su
ruptura durante la transportacién y se marcardn los empaques con
* PELIGRO" = "CONTIENE MICROORGANISMOS"

indicaciones como:

“MANTENGASE EN LUGAR FRESCO" , etc.



AA-AL.,...001-020
AM-AZ ++021-0490
BA-BL..,..041-060
BM-BZ.....061-080
CA-CL....*081-100
CM-CZ.....101-120
DA-DL..... 121-140
DM-DZ.....141-160
EA-EL.....161-180
EM-EZ.....181-200
FA-FL.....201-220
FM-FZ.....221-240
GA-GL.....241-260
GM-GZ.....261-280
HA-HL.....281-300
HM-HZ .+301-320
IA-IL..,...321-340
EJEMPLOS:

TABLA 41

SISTEMA DE NUMERACION DE LAS CEPAS

IM-TZ.. ... 341~
b — 361-
IM=JZ.. ... 381-
KA-KL..... 401-
KM-KZ..... 421-
LA-LL.....441-
LM-LZ..... 461~
MA-ML. . ... 481-
MM-MZ..... 501
NA-NL.....521-
NM-NZ. L 5h1-
OA-0L.....561-
OM-0Z.. ... 581-
PA-PL..... 601-
PM-PZ.. ... 521
0A-QL. .. .. BUl-
QM=QZ.u. .. 661
RA~RL.....681-

Aspergillus sp.
Aspergillus fumigatum

Aspergillus niger

Brucella abortus

Candida albicans

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia @oldi ..vecuqs
Micrococcus =p.

360
380
400
420
440
460
480
500
520
540
560
580
600
620
640
560

T™M-TZ...

701-720
721-740

cre e TH1-T760

.4+ 761-780
..781-800
«...801-820
ce..821-840

841-860

...861-880

881-300
WM-WZ.....901-920
XA-XL.oo.

+921-940

XM-XZ...,.941-960
YA-YL.....961~980
981-1000

ZA-ZL....

Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella

Salmonella

Shigella disenterie

sSp.
sp.
typhi

paratyphi

typhi

typhimurium

typhi

.1001-1020
ZM-22.....1021-1040

s e e

s

Teesoa

Tricophyton rubrum .........

Tricophyton tonsurans

702-1
702-2
703-1

704-1
703-~2
705-1
703-3
709-1
771-1
772-1



TAVTLTA M1

CARACTER®IUTITAS GENERALES

N® DE CEPA NOMBRE PROCEDENCIA
FECHA DE ENTRADA CTHONIMOG
N°¢ REG. DEL DONADOR _ PAIL Y FECHA DE AISLAMIENTO
SUSTRATO N' ELS5. EN OTRAS COLECCIONES
MORFOLOGIA:
Forma __ Tamano _ .. micras Agrupamiento
CITOLOGIA:
Tincién de Gram ____ Acido-alcohol resistencia Capsula ___ (otras)
Movilidad Esporas Células
(unicelular, multicelular, ramificada).
METABOLISMO: e
Aereacidn % de CO; que tavorece el crecimiento ___ Temp. &ptima ___ pH 6pt,
Pigmentos Otros productos de biosintesis

CONDICIONES DE CRECIMIENTO:

MEDIOS DE CULTIVO

pH dptimo

Temperatura dptima

Tiempo de incubacidn

Otras

COLONIAS:

Forma

Tamano

Superficie




(Cont. Tarjeta # 1)

YR DE CULTIVO
Color
Opacidad
Consistencia
PRUEBAS BIOQUIMICAS:
Reduccidn de nitratos Oxidasas Indol HyS Sales de amonio Rojo de metilo
Citratc de Simmons Catalasa_____ Urea KCN Hidr. gelatina Voges/Proskauer
Coagulacidn y/o digestidn de suero Digestidn de huevos,carne,otros
GLUCOSA MALTOSA LACTOSA SORBITOL SACAROSA ARABINOSA XILOSA
DEXTRINA GLUCOGENO MANITOL RTBOSA FRUCTOSA SALICINA INOSITOL
DULCITOL RAMNOSA GLICEROL RAFINOSA ALMIDON ADONITOL

(OTRAS)

PRUEBAS ADICIONALES:

Pruebas seroldgicas

Patogenicidad

(OTRAS)

REFERENCIAS DE LITERATURA PERTINENTL:



TARJETA # 2
0ATOS DE LIOFILIZACION

N° DE LIOF. FECHA

MEDIO DE CULTIVO M. DE PROPAGACION M.SOPORTE

FORMA DE CONGELAR TEMP. ALCANZADA APARATQ USADO

OTROS DATOS:

CONTROL:

ANTES DEL PROCESO DESPUES DEL PROCESO

PUREZA...ocunue

VIABILIDAD.....vvunte e eweae sveenn . .
BIOQUIMICAS:

CLUCOSAs o v sis omsmewmmomens  wmewme veeessan .o

LACTOSA .. ceavvnnvsen cee e Peeeen cenes

D B T iesvesess cen

MANITOL.eovovcoooornanne ceereaneans .

INDOL. v etononennues

MOVILIDAD....... SR Ceesanenenes .

SACAROSA . escaswomwswss  weessnes casesans

UREA.:cisonsnvnnsssonss e .o
(OTRAS PRUEBAS):

HUMEDAD REMANTENTE..... cersessan .

OBSERVACIONES:




TARI'ETA # 3

ESTABILIDADL DE LA CEPA

N° DE CEPA NOMBRE

FECHA N°DE LIOF. VIABILIDAD INIC

. TECNICO

OBSERVACIONES




TARJLTA # 4

DISTRIEBUCINN DE LA CEFA

N° DE CEPA NOMERE

REFERENCIA © (NGmero de ampolletas) DONATIVO
FECHA DESTINATARIO N® PEDIDS FNTRADA SALIDA EXISTENCIA 0 VENTA = OBSERVACIONES




TARJETA # 5
INFORMACION ESPECIFICA DE LA CEPA

(Cuando se entrega la cepa a quien la requiere).

N° DE CEPA NOMBRE N° DE PEDIDO

SUSPENDIDA EN FECHA DE LIOFILIZACION HUMEDAD RESIDUAL
VIABILIDAD (fecha de la prueba mis reciente)

Otros datos requeridos:

REPORTO:
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CAPITULO III

PROCESO DE LIOFILIZACION

GENERALIDADES

La liofilizacidn es un proceso que consiste en desecar,
bajo presidn reducida, un producto previamente congela-
do, sublimando el solvente, en el caso de las solucio--
nes acuosas. En adelante s8lo consideramos el caso de -

las soluciones acuosas.
El procedimiento abarca diversas fases:

- Una congelacidn inicial a una temperatura inferior a

la de temperatura de la solidificacidn total.

- Una desecacidn, digamos primaria, efectuada a una --
temperatura de fusidn inicial. Esta desecacidn es -
lograda por sublimacidn a baja presidn del agua con-

gelada.

- Una desecacidn secundaria realizada a una temperatu-
ra inferior de desnaturalizacidén del producto desti-

nado a eliminar, en cierta forma el agua residual.

Al final de la operacibn el producto tratado conserva -

su forma, volumen y su estructura original, asfi como el
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conjunto de sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgi
cas, protegido bajo vacio o en atmdsfera de un gas iner

te. Es de aspecto sdlido poroso y fiacilmente reconsti-

tuible por la adicidn de un solvente acuoso.

La liofilizacidn, operacidn aparentemente simple y de -
la cual el principio es perfectamente comprensible, ne-
cesita sin embargo la observacidn de algunas reglas, sin

cuyo conocimiento se obtienen resultados decepcionantes.

Veremos unos aspectos particulares de los factores que-
pueden influir en el desarrollo de una operacidn de lio

filizacidn.

LA CONGELACION

El agua se encuentra en abundancia en la mayor parte de
los cuerpos naturales, ya en estado libre en los espa--
cios intercelulares, ya absorbida a la superficie de --
los productos,o bien, unida a los complejos macromolecu
lares, donde igualmente es uno de los elementos constitu

tivos de las estructuras coloidales.

Hay que hacer notar igualmente, que el agua se encuen--
tra dentro de las células vivas, disolviendo a las sales
minerales y a las sustancias orginicas y no sigue las -
mismas leyes de cristalizacidn del agua que se encuen--

tra en estado libre. Constatamos por ejemplo que el en
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friamiento de una solucidn acarrea una evolucidn de la-
fase liquida tal, que su composicidn tiende hacia la --
composicidn eutéctica. Finalmente, la cristalizaciédn -
de los coloides contenidos en las soluciones complejas-
puede conducir de una manera irreversible a una ruptura

del equilibrio de las fases presentes.

Asi la congelacibn de sustancias orgdnicas es a la vez-
operacidn importante y compleja a la que no siempre se-

le da la atencidn necesaria.

a).- Tiempo de Congelacidn

Es conveniente sefialar que si a la escala de laborato--
rio es realmer:e fdcil obtener tiempos de congelacidn -
cortos, no es 1lo Aismo cuando se trata de produccidn en
escala industrial. En efecto, se debe contar también -

con la preparacidn del producto, el llenado de los fras

cos, la carga de los aparatos, etc.

En lo que concierne a la congelacidn propiamente dicha-
se debe considerar igualmente el poder frigorifico y el
paso de calor, lo que conduce a la definicidn de un tiem
po dado de congelacidn por debajo del cual es préctica-

mente imposible descender.

Examinemos lo que pasa durante la congelacidén de un pro

ducto bioldgico en solucidn acuosa.
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- Desde que el producto alcanza la temperatura de 0°C
(Punto A de la curva, Fig. 1), aparecen cuerpos cris
talinos es el fendmeno de la nucleacidn. Durante un
cierto tiempo la temperatura del préducto se estabi-

liza alrededor de los 0°C.

- Los centros germinativos se amplian enseguida y esto
corresponde a la cristalizacidn del agua que se en--
cuentra en estado libre en los espacios intercelula-
res. Esta cristalizacidn es practicamente total - -
cuando los cristales ocupan 80-90% del vclumen ini--
cial en el cual se encontraba el producto (Punto C -
Fig. 1). En este momento el elemento activo de la -
solucidn por liofilizar est@ todavia en estado liqui
do y se encuentra en el espacio intersticial. Préc-
ticamente parece que los cristales de hielo se sus--

penden en el producto.

- La temperatura de solidificacidn del elemento activo
generalmente inferior a 0°C (Punto D Fig. 1). Dispo
nemos ahora de un producto sdlido que presenta des--
pués de la liofilizacidn una estructura cristalina -
observable a simple vista, o bien en forma de una --
costra mis o menos delgada sobre la superficie del -

producto.

Imaginemos ahora el mismo producto condicionado, bajo -

una forma idéntica pero enfriado mids lentamente, el pro
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Fig 1. CONGELACION DEL PRODUCTO’ ENFRIAMIENTO NORMAL
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ceso de congelacidn a 0°C no existe y el producto perma

nece liquido hasta una temperatura Ty (B) que para acla

rar la idea puede alcanzar -10°C. Se trata de un fend-

meno de sobre-enfriamiento del agua (libre) fendmeno --

llamado sobrefusidn.

A la temperatura T aparecen los "gérmenes" de hielo,
que en el espacio de una fraccidén de segundo, se pro
pagan en la totalidad de la masa del producto. EI1 -
fendmeno se acompafia de cierta elevacién de la tempe
ratura hasta el valor Tp. BSe obtiene entonces una -
multitud e pequenos cristales, repartidos regular--
mente, constituidos de agua pura y ocupando el 50% -
de volumen inicial de 1a solucidn. Habiendo sido --

dispersada la nucleacidn, la estructura es mis fina.

En efecto, el liquido intersticial que recubre estos fi

nos cristales constituye una red que deja mejor reparti

do el elemento activo en el exterior de la masa del pro

ducto. La finura de esta estructura da al producto con

gelado un aspecto amorfo.

La temperatura T3 (D) es la temperatura de solidifi-
cacidn total del elemento activo. Después de la lio
filizacidn la estructura amorfa, es particularmente-
visible y queda una pequefia capa apenas perceptible-
en la superficie. Esta estructura es particularmen-

te favorable a la sublimacidn.
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Se llega a la constatacién paradbjica, de que enfria- -
miento lento del producto puede conducir a una solidifi
cacidn extremadamente répida del agua de constitucidn.-
Esto, es particularmente importante; en efecto, una con
gelacidn realizada en estas condiciones, es a menudo in
dispensable para obtener una buena liofilizacién de un-

producto.

b).~ Forma de Congelar.

En el curso de la liofilizacidn, un producto determina-
do se puede comportar en forma muy diferente de acuerdo

al tipo de congelacidn al que haya sido sometido.

La congelacidn »rogramada, cuyos principios fueron enun
ciados hace muchos afios por L. Rey es actualmente -
una operacidn corriente en algunos laboratoriocs de in--
vestigacidén. Esta forma de congelacidn, llamada tam- -
bién tratamiento térmico del producto, conduce a una --
liofilizacidén més rdpida contribuyendo al mejoramiento-

de la calidad final del producto liofilizado.

Los sistemas de congelacidn deben entonces ser concebi-
dos en tal forma que ofrezcan la posibilidad de tratar-
los productos mds diversos en funcidn del tiempo de con
gelacidn deseado y también deben tener en cuenta las --
miltiples formas en que los productos van a ser acondi-

cionados para la liofilizacibn: productos a granel, en
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ampolletas o en frascos cantidad de producto por reci--

piente; congelacidn en placa y en capa.

MECANISMOS DE DANO EN CELULAS CONGELADAS Y LIOFILIZADAS

Seria conveniente dar algunas reglas generales para lo-
grar una alta viabilidad, pero esto es dificil; sin em-
bargo, hay una generalizacibdn que puede tomarse por vi-
lida: si se puede hacer sobrevivir una poblacidn celu-
lar congelindola a temperaturds por debajc de -50°C e -
inmediatam:ni= recalentando hasta temperaturas normales,
25°C, ésta puede ser preservada exitosamente . Por-
lo tanto, el problema reside =n prevenir la muerte de -
las células durante la congelacidn y durante el calenta
miento subsecuente, y este es un problema que se puede-

solucionar tomando en cuenta varios factores:

1.~ Encontrar la substancia protectora adecuada para -
hacer la suspensidn celular. Entre las substan- -
cias principales usadas para este fin estan: gli-
cerol, dimetil sulfdxido, algunos polialccholes, -

suero humano o animal, leche, etc.

2.- Controlar las variables fisicas. En la congela- -
cidn esto significa un estudio de la velocidad de-
congelacidn y también de la velocidad de calenta--

miento aunque esto (Gltimo es menos frecuente.
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3.- Encontrar los mecanismos fisicos que se llevan a -
cabo en las células durante su exposicibn a tempe-
raturas subcero y determinar cuales de estos meca-
nismos causan el dafio o la muerte celular y final-
mente escoger las condiciones apropiadas para pre-
venir los efectos letales o por lo menos minimizar
los. Este Gltimo factor aunque dificil de enfocar
y de llevar a cabo puede ser muy Gtil y tener mu--

chas aplicaciones.

Efectos fisicos gue ocurren durante la Congelacién.

Cuando la temperatura de una suspensidn celular en me--
dio acuoso desc::nde por debajo de 0°C, el medio exter-
no permanece primeramente sin congelar, o sea "sobre en
friada", pero eventualmente comienza a congelar a una -
temperatura determinada por ciertos factores como el vo
lumen de la solucidn, el tipo y nlmero de agentes nu- -

cleantes y el tipo y concentracidn de solutos.

Suponiendo que tenemos una membrana intacta, puede suce
der uno de dos procesos: el interior de la célula pue-
de congelarse o el agua puede difundir a través de la -
membrana y congelarse en el exterior. En los dos proce
sos hay un incremento en la concentracién de solutos in
ternos a una temperatura dada, y con una calda de tempe
ratura producen un incremento en la concentracién de so
lutos tanto en el interior como en el exterior. Si esta

alta concentracidn de solutos fuera un factor letal, --
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cualquiera de los dos procesos llevaria a la muerte de-
las células. Por otro lado, un proceso produce hielo in
terno y el otro no, y seguramente la localizacién del -
hielo puede ser mlds critica para la supervivencia o muer

te, que la concentracibn de solutos.

Entonces, surge la incbgnita de si habrd congelacidn in
tracelular, o pérdida de agua y depositacidn como hielo

extracelular.

La respuesta depende de, si es mds fdcil y mds probable
que el agua difunda al exterior o que se convierta en -
hielo "in situ". Dicho en forma mds precisa dependerid-
de las energias de activacibn comparativas para ambos -

procesos.

La velocidad a la cual el agua deja la célula depende -
de la permeabilidad de la céiula al agua en su area su-
perficial. O sea gue, para una célula dada va a haber-
una relacidn inversa entre el total de agua que ha sali
do y la velocidad de enfriamiento. Mientras mds lento-
sea el enfriamiento mds agua habrid salido al medio ex--

terno.

El resultado neto de estas interrelaciones es que, mien
tras mayor sea la velocidad de enfriamiento para una cé&
lula dada, es mayor la probabilidad de congelacién in--

tracelular; y si varias células son enfriadas a la mis-
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ma velocidad, es mayor la probabilidad de congelacidn in
tracelular si hay menor permeabilidad al agua y mientras
menor sea el radio superficie-volumen. La primera de es
tas deducciones ha sido expermientalmente apoyada por -
algunos investigadores en algunas especies de células;-
o sea que un enfriamiento rapido frecuentemente presen-
ta evidencias de cristales de hielo internos mientras -
que un enfriamiento lento produce cé&lulas contraidas, -

mostrando que carecen de hielo interno.

Mecanismos de Dafio en Células Congeladas.

Hay varias hipdtesis que tratan de explicar los mecanis

mos de dafc en cé&lulas congeladas:

1.- Dafio por altas concentraciones de solutos.

2.~ Dafio por formacidn de cristales grandes.

3.- Dafio por formacidén de hielo extracelular.

4. Dafio por formacidn de hielo intracelular.

5.~ Dafio por mecanismos individuales.

1.- Altas concentraciones de solutos. E1l apoyo mids --

fuerte a esta hipdtesis estd dado por un estudio -

hecho por Lovelock y Col. en el que muestran que -
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el grado de hemdlisis de eritrocitos a varias tem-
peraturas subcero puede ser imitado poniéndolos a-
temperaturas normales 25°C, en soluciones de NaCl

que tengan la misma concentracidn Que existiria a-

las temperaturas subcero dadas.

Otra forma de expresar esta hipdtesis es, que la hemdli
sis ocurre a una concentracidn critica de electrolitos-
y por lo tanto ocurre a la temperatura subcero a la - -
cual se ha formado suficiente hielo para producir la --

concentraci’dn critica en la solucidn residual aln sin

congelar.

Los investigadores que apoyan esta hipdtesis, concluyen
ademds ; que cualquier soluto no tdxico afiadido a la sus
pensién dard por resultado un menor dafio a una tempera-
tura subcero dada, ya que por la presencia del soluto -
afiadido se reducird la concentracidn de electrolitos a-

esa temperatura.

Un segundo requisito para un. solucidn protectora, es -
que sea capaz de permeabilizar las células para que asi
produzeca la dilucidn requerida por los electrolitos in-

tracelulares.

En base a esta hipdtesis resultan explicables los exce-
lentes efectos protectores del glicerol ya que no es td

xico a eritrocitos y puede penetrar en las células.
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Esta hipdtesis tiene dos dificultades:

a).- Por un lado se tiende a asumir que lo que se apli
ca a eritrocitos, también se aplica a células en-

general, ejemplo, para conservar lineas celulares.

b).- El concepto implica ciertas consecuencias ldgicas
que no son apoyadas experimentalmente en muchas -

células.

Por ejemplo, la hipdtesis lleva a la prediccidn de que-
un enfriamiento rédpido va a ser menos dafiino que uno --
lento, ya que el dafio por altas concentraciones de solu
tos es primeramente un proceso quimico y por lo tanta
dependiente de’ .iempo. En vista de que un enfriamiento
rapido expone .. ias células a la concentracidn de solu-
tos por un tiempo mds corto, entonces habri menos dafio;
pero generalmente sucede lo contrario, o sea que una con

gelacidn ridpida es més dafiina (TablaIIl).

TABLA II

Efecto de la Velocidad de Enfriamiento
en la Supervivencia Celular.
(calentando a 1°C / min.)

Organismo Temp. Min. Vel. de En- Supervi-
G friamiento vencia %
9C 7 mifi:
Aspergillus flavus (esporas) -75 270 5
0.4 38
Pasteurella tulerensis -75 270 0.0006
1 2
Saccharomyces cerevisiae -30 50 0.003

1 35
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Otro concepto, el requerimiento de que un soluto debe -
ser capaz de penetrar la célula para poder ser protec--
tor no concuerda en muchos casos. Tomando levaduras co
mo ejemplo (S. cerevisiae) se ve que la proteccidn es -
conferida por solutos a los cuales la célula es altamen
te impermeable (NaCl, CaCl,, KH,POy, etc.), Ademés
hay que hacer notar, que los solutos en estos medios --
protectores son los mismos electrolitos que estdn impli
cados como agentes letales en la hipdtesis de corcentra
cidn de solutos, y protegen a la célula a pesar del he-
cho de que extraen por dsmosis agua intracelular y asi-
producen un considerable aumento en la concentracidn de
solutos intracelulares afin antes de haber comenzado la-

congelacidn.

También hay varios ejemplos de proteccidn por compues--
tos de alto peso molecular que lbgicamente son incapa--
ces de penetrar en la célula. De hecho, compuestos de-
este tipo como polivinil pirrolidona y poliglicoles pro
iegen eritrocitos, o sea las mismas células sobre las -

cuales se hizo la hipdtesis originalmente.

2.- TFormacidn de cristales. Es bien sabido que el ta-

mafio de los cristales decrece al incrementarse la-
velocidad de enfriamiento; sin embargo, los crista
les pequefios pueden crecer durante el almacenamien

to a temperaturas arriba de -100°C y durante el ca
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lentamiento. Los cristales incompletos pueden - -
cristalizarse por completo (devitrificacidn) y pue
den crecer cristales mayores a expensas de los me-
nores (recristalizacidn). Ademds, la forma y pro-
piedades de los cristales de hielo pueden ser afec
tadas por estos mismos factores, asi como por la

naturaleza de los solutos en una solucidn.

Estos cambios se han visto en sistemas no vivos, como -
agua pura y soluciones acuosas; presumiblemente, estos-
cambios ocurren tamnbiér en células vivas, pero la forma
en que afectan la supsrvivencia es un asunto de especu-
lacidén mi&s que de hecho, pero si se puede asegurar que-

la forma y tamaho de losz

istales influyen en cilerta
forma sobre la supervivencia celular. Por ejemplo, un-
répido calentamiento minimiza el crecimiento de los cris
tales por recristalizacidn o devitrificacidn y también-

tiende a dar por resultado una mayor supervivencia.

.

3.~ TFormacidn de hielo extracelular. E1l incremento --

del 10% en volumen que resulta de la conversidn de
agua a hielo puede producir el aplastamiento de -~
las células, pero las evidencias estln en contra -
de esta suposicidn ya que muchas células especial-
mente microorganismos pueden de hecho sobrevivir -

la solidificacidn del medio externo sin sufrir da-

fio.
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4.~ TFormacidn de hielo intracelular. Seglin esta hipdte

sis el dafio es producido por formacidén de hielo in
tracelular, lo gue lleva a cilertas predicciones: -
los factores que reducen la probabilidad de conge-

lacidn intracelular reducirin por ende, el dafio ce

lular.

Antes se menciond, que una congelacidn lenta reducirid -
la probabilidad de formacidén de hielo dentro de la célu
la, por lo tanto, la hipdtesis predice que un enfriamien
to lento reoducird el dafio y esto en realidad sucede en-

muchos casos (como se ve en la Tablall).

Otra observacidn que resulta de esta hipdtesis es que si
se deshidratan parcialmente las células antes de empe--
zar el enfriamiento, les tomard menos tiempo durante el
enfriamiento para alcanzar un contenido de agua sufi- -
cientemente bajo para prevenir la congelacidn, que el -
tiempo que les tomaria a células completamente hidrata-
das. Por lo tanto, de acuerdo a esto, el por ciento de
células que sobrevivan a cierta velocidad de enfriamien

to, serd mds alto para las células parcialmente deshidra

tadas.

5.- Mecanismos individuales. Es bastante probable que

ciertos mecanismos contribuyan independientemente-
para dafar a una célula dada. Md&s aln, si cierto-

mecanismo dafia a una especie de células, esto no -
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explica necesariamente el dafio en otras células, -
aunque estén estrechamente relacionadas taxondémica
mentz. También puede ser que en cada tipo de célu
las, el dafio sea producido por alguna de las cau--
sas de las cuatro hipbtesis mencionadas o por otras

no mencionadas.

A pesar de estas complicaciones, es de considerable va-
lor estudiar a fondo los mecanismos de dafio; supongamos
por ejemplo que se quiere congelar una célula que segin
se ha demostrado es altamente sensitiva a la concentra-
cidn de solutos intra y extracelulares o a la deshidra-
tacidn parcial, entonces se puede suponer que la super-
vivencia o muerte de estas células va a estar determina
da primeramente por los aspectos de concentracidn de so
lutos de la congelacidn; por lo tanto, la velocidad de-
enfriamiento, el medio de suspensidn y otras variables-
pueden ser evaluadas en términos de las predicciones de
dicha hipdtesis. Por otro lado, suponiendo que tenemos
que preservar una célula que es resistente a cambios en
el contenido de agua, supondremos que se puede lograr -
mis supervivencia seleccionando las condiciones necesa-
rias para minimizar la posibilidad de formacidn de hie-

lo interno.

Claro que las suposiciones pueden ser errdneas, porque-
al evitar algin mecanismo de dafio, se puede estar promo
viendo algln otro, o porque el mecanismo que causa la -

muerte celular no es el que se suponia. Sin embargo, de



47

ben seguivrse estudiando los mecanismos de dafio durante-

la congelacidn para lograr mejores condiciones para pre

servar células.

LA LIOFILIZACTION

La sublimacidn. Sabemos que la sublimacidn de un s61i-
do es la transformacidn directa de este cuerpo al esta-

do de vapor, sin pasar por el estade liquido.

Congelacidr vs. Liofilizacidn. Como es sabide, para --

llevar a cab:s el proceso de liofilizacidn es necesario-
congelar primero el producto. Después se hace una sub-
secuente sublimacidn que sirve para remover el hielo -~

del sistema.

La sublimacidn tiene menos probabilidad de causar dafio-
que la deshidratacidn inicial producida por la congela-
cibdn. Segln esto, si hay supervivencia alta después de
congelar, también habri despvrds de liofilizar. Y en --

realidad asi sucede en muchos casos

Sin embargo, esta correlacidn no es correcta en todos -
los casos: frecuentemente, se tiene un alto por ciento
de células viables después de la congelacidn, mientras-
que persisten muy pocas o ninguna después de la liofili
zacidn. De aqul se deduce que en los pasos subsecuen--

tes a la congelacidn también existen mecanismos de dafo
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celular adicionales que pueden ser:

a).-

b).-

c).o-

Contenido final de agua.

En la liofilizacidn, las células son mantenidas a
==

temperaturas relativamente ‘al"tas durante la subli
"
macidén y usualmente alcanzai la temperatura am- -
biente durante las fases fiﬁples del secado. De-
bido a la gran diferencia de temperatura entre --
las células y la trampa de vapor, las células 1io
filizadas alcanzaradn un contenido de agua conside
rablemente menor en un periodo de tiempo dado que
células en suspensiones congeladas a temperaturas

menores, y este hajo contenido de agua puede ser-

letal.

Almacenamiento.

Las células liofilizadas son mantenidas usualmen-
te a temperaturas arriba de 0°C; aunque estas cé-
lulas no contienen el agua suficiente para llevar
a cabo muchas reacciones bioquimicas, otras apa--
rentemente si pueden ocurrir y con ello producir-
paulatinamente una pérdida de viabilidad. Por --
otro lado, cuando las células son almacenadas a -
temperaturas tan bajas como -196°C, no ocurre nin

guna reaccidn bioquimica.

Rehidratacidn vs. derretimiento (deshielo).
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Son procesos andlogos en el hecho de que ambos dan
por resultado agua en forma aprovechable nuevamen
te por las células. Sin embargo, difieren en la-
velocidad a la cual el agua se hace aprovechable-
y en la temperatura a la que ocurren; por esto --

van a afectar diferentemente la supervivencia.

Desafortunadamente, no conocemos bien los mecanis

mos del dafio que ocurren en cada caso.

A pesar de estas diferencias entre liofilizacidn-
rehidratacidn y congelacidn-derretimiento, el ac-
to de congelar es un factor comlin a ambos procesos
y ninguna célula sobrevivirid el derretimiento o -
la rehidrat3cidn si no ha sobrevivido la congela-
¢cidn inicial. De acuerd§ a esto, mientras mejor-
se entiendan los mecanismos que operan en las cé-
lulas durante la formacibén de hielo, habrad mis po
sibilidad de encontrar métodos exitosos para pre-

servar la viabilidad y las propiedades de diver--

sas células,

EL VACIO

Presidn dentro de la cl@mara.- La sublimacidén de un - -

cuerpo determinado sélo puede producirse cuando la pre-
sidn de la cimara sea inferior a la que corresponde al-

punto triple.
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LA DESECACION SECUNDARIA

Al fin de la fase de sublimacibn, todo el hielo desapa-
rece y la temperatura del producto tiende a subir para-

igualar la temperatura. La humedad residual se estima-

entre el 1 al 2%.

La experiencia demuestra que para la mayor parte de los
productos bioldgicos, incluyendo microorganismos en ge-

neral, es deseable una humedad residual baja.

En efecto, si el contenido en agua es alto, los microor
ganismos se desnaturalizan con el tiempo. Es pues nece
sario efectuar una desecacidn que se ha denominado se--

cundaria.

La conducta de esta operacidn es delicada; una prolonga
cidn de la desecacidn secundaria que conduzca a un con-
tenido en agua inferior al valor previsto, puede aca- -
rrear una degradacidén de los eliementos activos de los -

microorganismos.

El valor éptimo de la humedad residual deberd pues ser-
definido con anterioridad para un producto dado, en - -
nuestro caso el 1%; dicho en otra forma, las condicio--
nes de desecacibn secundaria seran determinadas experi-

mentalmente (presidn, temperatura, tiempo).

No es indispensable ni deseable, mantener una presidn -

muy baja. Por lo regular una presidn de 10-2 Torr con-
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14
Qiene en la mayoria de los casos. Por abajo de este va
lor, la desecacidn presenta un sesgo asintdtico y casi-
no progresa (Fig. 2). Por otro lado, los fendmenos de-
retrodifusibén del aceite pueden ser mu& importantes y -
contaminar los productos. Por consiguiente, una tempe-

ratura de la trampa de -65°C, puede ser sufieiente.
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CAPITULO IV

ESTUDIO DE LAS CEPAS MICROBIANAS POR LIOFILIZAR:

BACTERTIAS Y HONGOS

Como seria imposible detallar todas las caracteristicas
de cada uno de los organismos estudiados en este traba-
jo, tomaremos sdlamente un modelo de bacterias y de hon

gos.

BACTERIAS: SALMONELLA TYPHI

Pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae.
Género: Salmonella ligniéres.

Especie: Saluonella typhi.

Sinonimia.- Salmonella typhosa, Bacterium typhosum, Ba
cillus typhosus, Bacillus typhi, Baecillus typhi abdomi-
nalis, Bacterium typhi, Bacterium (Eberthella) typhi, -

Salmonella typhi.

Morfologia.- Bacilos de 0.6 a 0.7 por 2.0 a 3.0 micras,
se presentan aislados en pares y asociaciones en cade--
nas cortas. Mdviles debido a flagelos peritricos, en -

ocasiones son inmbviles.

Tincién.- Son Gram negativos.
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Cultivos.- Formacidn de Colonias.- Colonias en gela

tina.~ grisfceas, transparentes a opacas, con marcas

superficiales en forma de hoja.

Siembra por piquete en gelatina.- Formacidn de una -

capa delgada, blanca, crecimiento opalescente, no hay

licuefaccidn.

Colonias en agar.- Grislceas, transparentes a opacas.

Colonias en agar inciinado.- Blancas a grisaceas, cre

cimiento ondulado.

Caldo 1liquido.- Turbidez, un sedimento escaso, forma

B e 3 5 o
una pelicula delgada en cultivos viejos.

Medio de leche tornasolada.- Ligera acidez seguida de

un regreso a pH neutro o ligeramente alcalino.

Medio de papa.- Crecimiento himedo diseminado por to
da la superficie.
Bioquimicas.-

Indol -

HpS

s

Glucosa &
Maltosa
Sorbitol

Trialosa

> > » »

Marcitol



Arabinosa +
Dulcitol +
Xilosa +
Inositol 3
d-tartrato +
Lactosa L
Sacarosa -
$alicina e
Adonitol =
Ramnosa =
l1-tartrato -

dl-tartrato L

Reduccidn de nitratos +
Citrato de sodio +
Temperatura Sptima: 37°C
Aerobio 8 anaerobio facultativo.

HONGOS: CANDIDA ALBICANS

.

inponimia.~ Oidium albicans , Monilia albicans , Endomyces

albicans , Mycotoruloides triadis , Monilia aldoi.

Morfologia.- C. albicans es un hongo pequefio tipo levadura,
oval, de 2.5 x 4.0 micras y de pared delgada. Desarrolla un

seudomicelio por alargamiento de células que no llegan a
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desprenderse.
Tincidn.- Son Gram positivos.
Cultivos.- Formacidn de Colonias.-

ar a a d.- Desarroclla rapidamente (24-48 hs)
a temperatura ambiente o a 28°C, formando colonias de tamafic medio,
lisas, pastosas y con caracteristico olor a moho. Las mas fijas
pueden ser alveoladas en el centro y forman surcos radiales.

a ina-az ileno d vine.—- Incubadas a 37°C
y con atmbésfera de 10% de CO, forman colonias filamentosas dis-
tintivas a los 2 dias de sembradas en estria;; se observa una
orla micelial radiante con objetivo de poco aumento.

ar san .=~ Colonias de tamafio medio y de color gris mate.

Agar harina de maiz o agar harina de maiz + polisgrbato 8¢ o

crema de arroz agar + polisorbato 80 o agar clamidospora de

Difco.~ Forma micelios ramificados de tipo arbdéreo con la
presencia de clamidosporas ( otras especies de Candida, no for-
man clamidosporas en estos medios)

Prueba adicional para diferenciar ¢, albicans de otras especies,-

Forma "tubos germinales" o "brotes germinativos" si se inocula
en medios liquidos como tioglicolato, suero sanguineo, ligquido ce-
Afalorraquideo, albimina de huevo y albGmina~Ac. oléico. Se hace
un andlisis microscépico 4 horas después de la inoculacidn bus-
cando los "brotes germinativos que son alargamientos de las cé-
lulas.

ald sado de Sabouraud.—No hay desarrollo en la super-
ficie.
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Reacciones biogquimicas de fermentacidn de azicares.-

Glucosa A G
Maltosa A G
Sacarosa A
Lactosa - =

Nota: Las fermentaciones suelen ser irregulares. a menos que se vigilen

cuidadosamente las condiciones.
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS

Como es imposible describir todas y cada una de las pruebas-
realizadas para cada microorganismo ya que en teoria parecen
iguales, en la practica se han encontrado diferentes en su -
trato; por lo tanto, tomaremos como ejemplo los trabajos rea

lizados con S. typhi, debido a que é&sta presenta caracteris-

ticas semejantes a muchas otras.

I. PRUEBAS ANTES DE LA LIOFILIZACION

METODO A.- Prueba de Pureza.

1.- Material y equipo requerido:
~a).- Portaobjetos

b).- Asa de platino

¢).~ Mechero
d).- Microscopio
e).- Campana para arca estéril
2.~ Reactivos:
a).- {olorantes para la tincidn de Gram (cristal -

violeta, lugol, alcohol-acetona y safranina).

b).- Solucidn salina isotdnica
c).- Aceite de inmersidn
3.- Técnica:
a).- Se hace un frotis del desarrollo

b).- Se fija el frotis al calor



59

¢) .- Se tifie por el método de Gram.

d) .~ Se observa con objetivo dé'inmersién.

Interpretacidn :

Se observan bacilos Gram negativos si la cepa es pura,siguién-—

dose las demds pruebas en caso de contaminacidn, se procede

a aislar el germen y se verifica la pureza.

METODO B.~ Prueba de Movilijidad.

L=

Material:

a) .~ Portaobjetos excavado

b) .~ Cubreobjetos

c) .~ Asa de siembra

d) .~ Microscopio

Reactivos:

a) .~ Solucidén salina estéril

b) .~ Vaselina sdlida

Técnica:

a) .~ Colocar una gota de solucidén salina sobre un cubreobjetos
limpio y desengrasado.

b) .~ Con el asa, tomar una porcién pequefla del desarrollo y
mezclarla con la gota de soluc. hasta tener una suspen-
sién homogenea.

c) .~Colocar una capa fina de vaselina s8lida alrededor de la
excavacién de un cubreobjetos limpio y desengrasado.

d) .~ Con mucho cuidado, invertir el cubreobjetos y colocarlo



sobre la excavacidn del portaobjetos de manera que la gota quede
suspendida en el portaobjetos

e) .~Se observa al microscopio a diferentes aumentos y con poca luz.
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4.~ Interpretacidn:

Movilidad negativa o positiva.

METODO C.- Reacciones Bioquimicas.

1.- Material:
a).- Cajas Petri
b).- Tubos de cultivo
c).~ Asa de cultivo

d).- Incubadora a 37°C

2.- Medios:
Gelosa simple
Medios para bioquimicas:
gelatina (inclinada y en piquete)
agar (inclinado y en piguete)
caldo simple
leche tornasolada
extracto de papa
caldo adicionado de plrpura de bromocresol --
(indicador) en tubos de fermentacidn con los-

siguientes azficares:

glucosa rafinosa
levulosa dextrina
galactosa glicerol
xilosa manitol

maltosa sorbitol

agua peptonada, reactivo de Ehrlich (prueba -
para indol)

caldo nitratado (prueba de reduccibn)
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agar acetato de plomo (produccidn de H;S)

3.~ Técnica:

a).- Sembrar la cepa en gelosa simple e incubar a-
37°C durante 48 hrs. Una vez obtenido el cre
cimiento se observa el tamafio y pigmentacién-
de las colonias, anotidndose todas las caracte
risticas en la Tarjeta # 1.

b).- De estas colonias se inoculan‘los diferentes-
medios para reacciones bioquimicas. Se incu-
ba a 37°C durante 48 hrs. Se observan los tu
bos y se anotan resultados.

4.~ Interpretacidn:

(Ver Capitulo IV).

METODO D.- Cuenta de gérmenes viables.

Se realiza sobre la suspensidn en leche, después de la -

cosecha y antes de congelar.

Material:

a).- Cajas Petri

b).- Tubos

c).- Pipetas

d).- Cuenta colonias
e).- TIncubadora a 37°C
f).- Cepa en estudio
g).- Asa de siembra
Reactivos:

a).- Gelosa simple



b} .~ Solucidn salina estéril
c) .~ Leche Difco al 10% para la suspensién microbiana ( esterilizada

en autoclave a 10 lbs- 110°C - 10 min)

3.- Técnica:
a) .~ Al obtener la sﬁspensién para liofilizar, se toman alicuotas
de cada tubo y se retinen en uno solo. De aqui se toman 0.5 ml
y se pasan a un tubo con 4.5 ml de solucidn salina para ob-
tener una dilucidn 1:10; de agqui pasamos 1 ml a otro tubo
con 9 ml de solucidn salina estéril ( 1:100), y asi sucesi-

vamente hasta obtener diluciones de 10-9.

b) .-De las tres diluciones mas altas (10_7, 10—8, 10‘9 )y, se
siembran 5 cajas Petri colocando 1 ml de cada dilucién. Se
adicionan 20 ml de gelosa simple fundida y a una temperatura
de 40°C agitando en forma rotatoria para que se mezcle bien
la suspensidén con el medio. Se incuban a 37°C durante 48 hrs
colocando las cajas invertidas.

c) .~5e hace la cuenta de gérmenes en el cuentacolonias,obtenién~-
dose un promedio de colonias por cada dilucidén. El1 promedio
multiplicado por la dilucidn hecha, da por resultado la via-
bilidad o sea el N9de microorganismos por ml. El promedio de

las 3 diluciones mas altas, da el total de gérmenes viables.
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DESCRIPCION DEL APARATO USADO EN LA LIOFILIZACION

Modelo USIFROID: MS. 12. MONO 110 V.

Caracteristicas.-

CAPACIDAD:

CONDENSACION:

CALENTAMIENTO:

CONTROL:

CONEXION AL VACIO:

RUPTURA DEL VACIO:

ESTERILIZACION:

12 ampolletas o frascos tipo
penicilina.

Por hielo seco

Congelacidn del condensa-
dor 0.500 Kg.

Condensacidn: 8g por gra-
mo de hielo seco.

Este aparato puede ser ali
mentado con pedazos de --
nielo seco fabricado a --
partir de gas carbdnico -
liguido.

Con nitrdgeno liguido
Colocindolo directamente-
en el condensador.

Por el aire del ambiente.

Por el tubo indicador de va-
eio.

Las ampolletas se conectan -
directamente a los tubos de-
la cuba.

Por aire filtrado o un gas -
neutro a los frascos o ampo-
lletas.

La cuba y el condensador en-
samblados son facilmente des
montables y se esterilizan -
al autoclave.
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BOMBA DE VACIO: Rotativa de aspas de dos - -
tiempos con un dispositivo -
para la generacidén del acei-
te.

Capacidad 3rn3/h.

ALTIMENTACION ELECTRICA: Corriente alterna 50 Hz, 110
. vV 6 220 V.
Proteccidn por desconexidn y
fusible.
POTENCIA: Motor, 1/4 de CV.

Accesorios: 50 VA.

PESO: 47 Kg.

- — ©.73m -

FIG. #L/
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II. PROCESC DE LIOFILIZACION

L.~ Material y Equipo:

a).- Maquina liofilizadora
b).~ Equipo para cerrado de tubos (soplete y tangues)
c¢).- Probador de vacio
d) .- Desecador con cacl,
e).~ Tubos para liofilizacidn
).~ Frascos de centrifuga con tapones de hule
g).- Pipetas graduadas y capilares
h).- Gasa, algoddn, tijeras y etiquetas
2.~ Reactivos:
a).~ Alcohol etilico
b).- Hielo seco
¢).- Solucidn Fenolada al 5%
3.~ Técnica:
a).- Etiquetado de tubos.- Se cortan pequefias ti-

ras de papel Bond de aproximadamente 4.0 por-
0.5 cm y en ellas se anota con ldpiz plomo el
nombre y nlimero de la cepa por un lado y el

nimero y fecha de liofilizacién por el otro.-
Debe dejarse una tercera parte de la etiqueta
sin escribir. Se introducen las etiquetas en
los tubos de liofilizacidn, con la zona sin -
escribir hacia el fondo y a continuacidn se -
tapan con algoddn y gasa, procurando que no -
queden los tapones ni muy flojos ni muy apre-
tados. Los tubos se esterilizan en autoclave

'

a 15 1lb, 120°C, 15 min.
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b) .~ Cosecha de microorganismos.- La suspensién microbiana se
hace tomando un tubo con desarrollo y agregando 3 ml de
leche al 10% estéril y con el asa se desprende el desa-
rrollo agitando el tubo para tener una buena suspensidn.

c¢) .= Llenado de tubos.- Se colocan en cada tubo, con una pipeta
capilar 0.3-0.4 de la suspensidn microbiana trabajando en
condiciones estériles. Es importante que el liquido no
toque las paredes del tubo, o sea que debe caer directa-
mente al fondo porque al cerrar los tubos al final del
proceso, se carboniza lo que haya quedado adherido a las
paredes, dando mal aspecto. Después de haber llenado los
tubos, se cortan los tapones con tijeras al ras de la bo-
ca del tubo, con el objeto de facilitar la accidn del va—
cio en el proceso de liofilizacidn.

d) .~ Congelacidén.~ Los tubos etiquetados y llenos, se meten en
frascos de centrifuga (12-15 tubos en cada frasco) y se co-
locan en una mezcla de hielo seco y alcohol para lograr una
congelacidn répida.

Nota.-En algunos casos se recomienda una congelacién lenta, para

lo cual los tubos se dejan en un congelador comin (-15 a -20°C)

durante una noche.
e) .~ Adaptacidn de los frascos a la liofilizadora.- Los frascos
se tapan con un tapdn de hule horadado, que lleva una pequefa
conexidén de tubo de vidrio, la cual se conecta directamente

a las mangueras del condensador de la miquina. ( Fig # 4).
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Tiempo y temperatura de liofilizacidn.- An--
tes de conectar los frascos a la miquina, és-
ta se deja funcionando durante 15 a 20 min.,-
con el objeto de calentarla yiasi lograr un -
vacio adecuado, el cual se verifica con el tu
bo indicador de vacio que est& integrado al -
aparato. El condensador de la miquina debe -
tener constantemente hielo seco y alcohol pa-
ra mantener la temperatura adecuada, la cual-
se ha visto que oscila entre los -50 y los --
~-40°C. Una vez pasado el tiempo de liofiliza
<idn, que en este caso es de 7 a 8 horas, se-
rompe el vacio lentamente para evitar que - -

sean succionados los tapones de los tubos.

Cerrado de tubos.- Terminado el proceso de -
liofilizacidn en si, los tubos se colocan en-
un desecador para evitar la entrada de hume--
dad ambiental; a continuacidn se va cerrando-
cada tubo consctindolo a una manguera larga -
que a su vez esti conectada a la bomba de va-
cio de la liofilizadora, con el objeto de suc
cionar el aire que puede haber en el tubo. -~
Se deja funcionar el vacio alrededor de un mi
nuto y se procede a cerrar los tubos con un -
soplete comin, de gas y oxigeno o acetileno y
oxigeno; inmediatamente se presiona ligeramen
te la punta contra una superficie plana para-

que quede hacia adentro. Los tubos se cierran
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a una altura de aproximadamente 3/4 partes, -
cuidando que no se queme la etigueta.

Ya enfriados los tubos, se verifica que estén
bien sellados, introduciéndolos en una solu--
cién de fenol; aquellas ampolletas en que en-
tre el liquido, se deshechan ya que no estén-
bien selladas.

Las ampolletas que hayan pasado la prueba, se

ordenan debidamente y se refrigeran a 2 - 6°C.

PRUEBAS DE CONTROL POSTERIORES AL PROCESQO DE LIOFILIZA--

CION

METODO E.- Determinacién _de Humedad. Técnica de Karl--

Fisher.
1.- Material y equipo:
a).~- Aparato de Karl-Fischer
2.- Reactivos:
a).- Soluciones A y B de Karl-Fischer
3.~ Fundamento:

El yodo reacciona con didéxido de azufre, en presen-

cia de agua del siguiente modo:
I, + SO, + 2Hp0 ———» 2HI  H,S0,

Este principio, descubierto por Bunsen, fue aprove-
chado por Karl y Fischer para desarrollar un método
que permite determinar con exactitud y rapidez pe--

quefias cantidades de agua. Karl-Fischer utilizé me
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tanol como disclvente del yodo y del didxido de azu
fre, v agregd piridina a fin de desviar a la dere--
cha el equilibrio de la reaccidn redox (&xido-reduc
cién). MAas tarde, Smith, Bryant y Mitchell compro-
baron que en la reaccidn tomar parte la piridina y-

el metanol, de la siguiente forma:

SOZ G 12 + H20 * 3C5H5N i 4 ZCSHSN'HI + CQHSN—SO3
CSHSN'503 + CH30H —— (,‘51‘151\14‘12501+ CH3

4,- Técnica: (Método volumétrico).

Se ponen 2.5 ml de metanol en el matraz de valora--
cidn y se afiade reactivo de K-F hasta el punto final;
se prescinde del volumen consumido pues no entra n
el cdlculo. Y¢ pesa o mide la muestra en cantidad-
que contenga de 10 a 50 mg de agua y se vacia rdpi-
damente en el matraz. Se agita vigorosamente y se-
valora de nuevo con el reactivo de K-F. El conteni
do de agua de la muestra es de S x F mg donde:

S = Volumen de reactivo usado para la valoracibén de

la muestra
F = Factor de equivalencia de agua definida ante- -

riormente.

METODO F.- Rehidratacidn de Cepas Liofilizadas.

1l.- Material:
a).- Pipeta capilar
b).- Pinzas y segueta para ampolletas

¢).- Compresas estériles de gasa y algodén,
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2.- Reactivos:

a) .-

b) .-

solucidn salina estéril o caldo nutritivo estéril.

solucibén fenolada al 5%.

3.~ Técnica:

ak .=

Bi .=

Las ampolletas se marcan con una sierra de ampolletas
(sin romper) en el lugar en que se van a abrir,a 1-1.5
cm de la punta.

Se dejan media hora en la solucibén fenolada y pasado
este tiempo se sacan con unas pinzas y se envuelven

en una compresa de algodén y gasa estéril, se rompen

y mediante la pipeta capilar se sgrega al polvo con~
tenido en la ampolleta de 0.3 a 0.5 ml de solucidn -
salipa o caldo estéril y con 1la misma pipeta, se ho—

mogeiniza y se siembra en gelosa simple.

c) .~ Cuenta de gérmenes viables- :

Se toman aproximadamente 10 ampolletas del lote lio-
filizado y se rehidratan como se describid antes, con
solucidn salina isotdnica estéril o con caldo estéril
de manera que la cantidad agregada liegue hasta el ni-
vel de la ampolleta donde estaba contenida original-
mente la suspensibén de leche antes del secado, lo cual
es facil de observar.

Se homogeiniza perfectamente el contenido de cada ampo~
lleta y se pasan a un tubo estéril donde se reune el
contenido de las 10.

Se procede a hacer la cuenta de gérmenes viables -

como se describidé en el método D.
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d) .~ El medio sembrado, se incuba 48 hrs. a 37°C y de las
colonias obtenidas se hacen las pruebas de pureza,

movilidad y reacciones bioquimicas (Métodos A, By C).
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CONCLUSIONES

 Es preciso contar con una Coleccién de Cepas en la Facul-

tad de Quimica de la UNAM , ya gque actualmente la obten—-

cidén y conservacidén de las cepas empleadas en las précti-
cas constituye un problema para la mayoria de los profesg

res.
Pe toda la literatura usada se concluye gue la liofiliza-
¢idén es un método adecuado para la conservacién de la ma-
yor parte de microorganismos que se utilizarén en la Co-
leccibén de Cepas.

Los procedimientos de control proyectados, resultan épliw
cables a casi todos los microorganismos, a pesar de las
grandes diferencias que puede haber en sus caracteristi-
cas.

‘e dar& a los alumnos la oportunidad de realizar su Ser-
vicio social dentro de la Coleccidn de Cepas.

Este trabajo provee material para futuros estudios gque
podrén ser realizados en base a una coleccidén organizada

de cepas.
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