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RESUMEN

La preservacion de microorganismos también es una urgente necesidad en los
procesos de ensefianza, en laboratorios industriales, en taxonomia y en los
laboratorios de investigacion para multiples propésitos en estudios metabdlicos,
genéticos, epidemiol dgicos, inmunoldgicos, fisiolégicos y patol 6gicos.

Este estudio evaluo €l efecto de los métodos de preservacion en discos de gelatinay
liofilizacion en leche descremadaa 20% Yy e comportamiento biogquimico sobre 33
cepas de Streptococcus mutans previamente aidladas de nifios con y sin caries
pertenecientes a un preescolar en Turmequé( Boyacd) y almacenadas en € Centro
de Investigaciones Odontol dgicas de la Pontificia Universidad  Javeriana).

La preservacion se realizo a partir de un homogenizado de Streptococcus mutans (
Mc Farland #2) e cual fue sometido a liofilizacién en leche descremada a 20% vy
discos de gelatina como métodos a largo y corto tiempo.

La comparacién de los dos métodos se realizé por € conteo de Unidades Formadoras
de Colonias en Agar Mitis salivarius y Agar Sangre previamente reconstituidas en
caldo nutritivo con un periodo de evaluacion de cuatro meses

Los resultados y e andlisis estadistico (Chi cuadrado. p < 0.001) indican que la

preservacion por liofilizacion en leche descremada a 20% es mas significativo que el



obtenido en los discos de gelating, constituyendo asi la liofilizacion como un método
optimo y fécil de redlizar para la preservacion de Streptococcus mutans.

La dificultad para la redizacion de discos de gelatina forma un método que implica
alto costo y gran riesgo de contaminacion, gracias a la manipulacion constante de

esta.



1.INTRODUCCION

Las infecciones de la cavidad ora, en especia la caries dentad y la enfermedad
periodontal, son las infecciones bacterianas mas frecuentes en la especie humana. La
caries dental es una enfermedad que involucra en su patogenia factores primarios,
como son el hospedador, € medio ambiente, el sustrato y € agente causal.

L os estreptococos del grupo mutans y entre estos el Streptococcus mutans (S.mutans)
serotipo C, son importantes agentes etiol0gicos asociados a las etapas iniciales en
caries de coronay raiz (7).

La principad funcién de cualquier cepario es actuar de depdsito de todos los
microorganismos aislados e identificados en investigaciones realizadas en el pasado y
en € presente. La preservacion apropiada de los microorganismos que hacen parte del
cepario es extremadamente importante y debe tener la misma atencion que la
estandarizacion de equipos y la seleccion de reactivos quimicos. Iguamente, la
preservacion de microorganismos debe garantizar la viabilidad del organismo en
estado inactivo, puro, sin variaciones ni mutaciones, es decir en una condicién lo mas
cercanamente posible alaoriginal.

Entre otras se dan cuatro razones para contar con microorganismos debidamente
preservados. 1. en los procesos de ensefianza, para facilitar €l aprendizaje, se

requieren microorganismos de referencia que exhiban caracteristicas tipicas; 2. en los



laboratorios industriales, se necesitan microorganismos para € mantenimiento de la
produccién de ciertos productos; 3.en taxonomia para realizar estudios comparativos
y 4. en los laboratorios de investigacion para multiples propositos en estudios
metabdlicos, genéticos, epidemioldgicos, inmunoldgicos, fisioldgicos y patol 6gicos
(5).

En la preservacion de microorganismos se han empleado muchos métodos, pero no
todos los organismos responden de una manera similar a método empleado.

Muy a menudo la disponibilidad de equipo, €l espacio para dmacenar y la
experiencia propia determinan € método a emplear.

Al no existir experiencia en la preservacion de Streptococcus mutans, se quiere con
este estudio mirar la utilidad del método de preservaciéon a corto plazo(discos de

gelatina), y un método de preservacion a largo plazo(liofilizacion).



2.MARCO TEORICO

2.1 Flora microbiana oral

La cavidad bucal es un ecosistema dinamico, abierto y dispuesto a numerosos
factores, presenta una ampliay compleja variedad de flora microbiologica, la cual
puede ser transitoria 0 residente en respuesta a las modificaciones que afectan
caracteristicas intrinsecas del ambiente oral y gque con frecuencia causan diversas
patologias.(2).

El ser humano es desdentado en € nacimiento y tiene una flora caracteristica en ese
estado. Cuando los dientes primarios empiezan a erupcionar, hay un cambio
significativo en ese medio, que se reflga por los cambios en la flora oral. Cuando se
completa la denticion primaria, las condiciones son relativamente estables hasta que
comienzan a erupcionar los dientes permanentes. Desde el periodo de la denticidn
mixta las condiciones varian a tiempo a que se pierden algunos dientes y
erupcionan otros nuevos, produciendo condiciones variadas que pueden afectar la
flora oral. Una vez que esta presente la denticién permanente, las condiciones se
vuelven mas estables. La cavidad oral normamente soporta una de las poblaciones

mas variadas y concentradas de cualquier parte del organismo, con focos principales
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en el dorso de lalengua, arededor del surco gingival y en la superficie de los dientes.
D).

El recuento microscopico total de la saiva, que representa e enflujo de la lengua, se
considera en un promedio de unos 750 millones .en donde la concentracién
microbiana arededor del surco gingival y en la placa se aproxima a 2000.000
millones de células por gramo de muestra. Esta cantidad de células es equivaente a
la densidad del sedimento empaquetado por fuerzas centrifugas en un caldo de cultivo
0 en una colonia bacteriana.(1).

In Gtero, € feto normamente esta libre de gérmenes. Durante e nacimiento e nifio
es probablemente inoculado con la flora del tracto genital de la madre, entre las que
se encuentran, lactobacilos, corinebacterias, micrococos, coliformes, estreptococos
afa, beta, anaerobios, levaduras, protozoarios y probablemente virus. No obstante la
cavidad ord generdmente es estéril en e momento del nacimiento.
Aproximadamente 8 horas después del nacimiento hay un aumento rdpido de
microorganismos en cavidad oral . No obstante la composicién bacteriana varia
considerablemente en los primeros dias de la vida. Por gemplo, los gemelos idénticos
pueden albergar distintas cepas de la misma especie, y se mantiene cierta selectividad
en laedad adulta. . (1).

Por 1o menos para € fin de tercer mes de nacido todas las bocas dojan una
microflora. Aun a cabo del afio, no obstante se encuentran generalmente en todas las
bocas sblo estreptococos, estafilococos, veillonellas y neisserias. Los actinomices,
nocardias, lactobacilos y fusobacterias pueden ser cultivados de aproximadamente la

mitad de las bocas. Los bacteroides, las leptotrichias, las corinebacterias y los
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coliformes se aidan de menos de la mitad de las bocas .Los estreptococos siguen
predominando numéricamente pero después del tercer mes corresponden al 70% de la
cuenta viable. Los rangos de los distintos recuentos son tan atos que es dificil
determinar s esta variacion significa simplemente aumentos de otras bacterias o
reemplazos de estreptococos por ellas. El primer periodo es llamado especies
facultativas, a las gue se agregan graduamente los distintos anaerobios obligados,
pero numéricamente los tipos facultativos generalmente dominan en todas las
edades.(1).

Los efectos de la erupcidn de los dientes en la microflora oral no estén bien definidos.
La presencia de dientes provee zonas para € crecimiento de microorganismos
adaptados en las condiciones ambientales en torno de estas estructuras; por ggemplo €
Streptococcus mutans parece colonizar preferenciamente la placa.

Durante la nifiez, las poblaciones bacterianas aumentan. Las proporciones de
microorganismos cultivables predominantes de la zona del surco gingival en los
nifos preescolares se asemeja a la de los adultos, exceptuando a Bacteroides
melaninogenicus y las espiroquetas no estan presentes en los nifios. En la
adolescencia , d B.melaninogenicus esta presente en practicamente todos los
individuos. Las espiroquetas también aumentan su incidencia con la edad. El
desarrollo de la caries dental provee un grupo totalmente nuevo de condiciones
ambientales para los microorganismos. Aquellos que tienen poca capacidad de
adhesién |, reciben proteccion de manera que pueden conservarse. La lesion ofrece
nuevos sustratos, un pH mas acido y probablemente una menor exposicion a los

factores antimicrobianos salivales. La cavidad ora del adulto es sumamente compleja
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. algunas especies tienen predileccion por sitios particulares en la cavidad oral,
probablemente debido a que se encuentran en ese Sitio ciertos requerimientos
nutricionales o fisicos . a tiempo que € individuo enveece, se producen algunos
cambios en la microflora, principalmente asociados con la pérdida de dientes. Se
reproducen las espiroquetas, los lactobacilos y algunas cepas de estreptococos. La
presencia de varias formas de enfermedad oral atera alin mas la flora, dependiendo
de los cambios especificos del proceso nosolgico que se produzca.

No solo la extraccion de todos los dientes y la colocacion de prétesis completa
influye sobre la cantidad total de la flora microbiana oral, sino también lo hace sobre
la incidencia de especies particulares. Varios estudios han demostrado que el
Sreptococcus mutans, el Streptococcus sanguis, las levaduras, los lactobacilos y las
espiroquetas se reducen o virtuamente se eiminan durante e periodo desdentado.
Durante las dos primeras semanas después de la colocacion de una protesis, los
estreptococos se mantienen a un nivel ato, mientras que los lactobacilos y las
levaduras retornan virtualmente pero se mantienen a un nivel bajo.

Al cabo de tres a cinco semanas los lactobacilos y las levaduras aumentan y los
estreptococos disminuyen a los niveles previos a las extracciones. Durante todo el

periodo los estafilococos no flucttian significativamente. (1).

2.2 Caries dental y Streptococcus mutans
El término caries (del latin descomponerse, 0 pudrirse, echarse a perder) se refiere a
la destruccién progresiva localizada de los dientes, predominantemente sus coronas.

Este proceso seinicia por la desmineralizacion de la superficie externa del esmalte ,

13



por acidos organicos producidos localmente por colonias 0 placas de bacteria que
fermentan los hidratos de carbono de la dieta. Con la pérdida progresiva del mineral
dentario y la destruccion secundaria de sus proteinas por la persistente accion
bacteriana , se forman caries que destruyen B mayor parte del diente, llevando a
menudo a una grave infeccion de la pulpa y los tgiidos que la rodean. Pocas
patologias gemplifican tan bien como la caries la gama de interacciones
multifactoriales, entre el huésped, el parasito y € ambiente, que determinan el curso
de una enfermedad infecciosa. Nuestra compresion de la patogenia de la caries ha
avanzado sorprendentemente en los Udltimos afios. Se dispone de medidas
técnicamente efectivas que podrian reducir en gran forma la incidencia de esta
enfermedad y minimizar su recurrencia en los sitios restaurados : la fluorizacion, €l
consumo reducido de azUcar, la odontologia profiléctica o € sellado de las zonas de
fisuras oclusales altamente susceptibles. No obstante la caries sigue siendo un
problema principal de la salud publica en regiones cada vez mas extensas, debido ala

indiferencia publica genera o ala oposicion activa a las medidas preventivas(l).

2.2.1 Relacion de los estreptococos con la caries dental:

Desde la época en que Miller encontré estreptococos en la cavidad oral , éstos han
recibido bastante atencién como agente causal de la caries dental. Inicialmente los
estreptococos orales estaban implicados en la caries dental, debido a que abundaban
en la cavidad oral, porgque estaban presentes en la caries dentarias profundas y en
base a su constancia como agente causal de pulpitis que acompafaba a las caries

dentinarias profundas, sin exposicion pulpar.
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Se ha acumulado evidencia que los estreptococos, en realidad, constituyen
aproximadamente la mitad de la cuenta viable de la placa bacteriana y del surco
gingival. Los estreptococos son muy abundantes en la cavidad ora tanto en nifios
como en adultos, aislandose una mayor cantidad en la placa que estd sobre el esmalte
precarioso, transicional y carioso que cualquier otra especie bacteriana.

Otra caracteristica de los estreptococos orales que se relacionan con la
cariogenicidad es que su velocidad de crecimiento y produccion de acido excede la
de cuaquier otro microorganismo ora. La falta de cambio en cantidad con relacion a
la susceptibilidad, actividad o resistencia ala caries es otro elemento en contra de los
estreptococos como causa exclusiva de la caries dental.

El Sreptococcus mutans fluctda en la placa, en las fisuras del esmalte, los espacios
interproximales y en la lengua. Algunos informes sugieren que la presencia de
Smutans en un sitio puede tener cierto valor para preceder la incidencia de caries
dental. En los afios recientes se ha concentrado la atencion sobre la relacion de S.
mutans y la caries. Este microorganismo es una especie nativa en humanos con
varios serotipos conocidos con una distribucion que abarca todo el mundo. Su habitat
normal es la superficie del diente. La patogenia de la caries de |os estreptococos tales
como el Smutans, puede relacionarse con varios factores, como mecanismos de
adherencia y colonizacion , metabolismo de carbohidratos, y otros los cuales no han

sido definidos,(L.)
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2.3 Propiedades del Streptococcus mutans:

2.3.1 Taxonomia

Segin la hemdlisis producida por € grupo de los Streptococcus, este se ha
subdividido en tres grupos : Los Streptococcus que presentan hemdlisis 46 &, los

Enterococcus que pueden presentar hemdlisisd, § 6 8y los Lactococcus que
presentan solo hemdlisis & El grupo de los Streptococcus que tiene hemdlisisay a
se han subclasificado en dos grupos, los viridans que hacen la hemdlisis 4, y los
piodgenes que hacen hemdlisis a.(3)

Los Streptococcus del grupo viridans tienen como hébitat la cavidad ora humana,
entre ellos estdn: Sreptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus

salivariusy el Streptococcus milleri.

2.3.2 Estructura
L1s microorganismos que pertenecen a este grupo, no difieren del modelo genera de
los demés Estreptococos, excepto en la ausencia de capsula polisacéarido C y las

fimbrias que cuando existen no son muy sobresalientes.

2.3.2.1Citoplasma

El Sreptococcus mutans posee un citoplasma, € cual es un sistema coloidal,
formado en un 85% por agua, principios inmediatos, minerales y enzimas. En la
periferia estan las inclusiones citoplasméticas cuya funcion es la regulacién o
amacengje de sustancias, que se catalogan como vacuolas, las cuaes son acumulos

de liquido o gases rodeadas de membrana y granulaciones que son inclusiones
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solidas. Tambien en € citoplasma estéan presentes ,|os mesosomas que son
invaginaciones de la membrana citoplasmatica, las cuales tienen diferentes funciones:
si son septales ayudan en la formacion del tabique de separacion del cromosomayy si
son laterales participan en funciones secretoras. También se pueden observar los
ribosomas que son estructuras redondas formadas de ARN constituidas por dos
subunidades, la30s y la 50s, estos se hallan en gran cantidad agrupados y unidos por
un filamento de ARNm, dandole al citosol un aspecto granuloso; como es bien

sabido, estos son los encargados de la sintesis proteica. (3)

2.3.2.2 Nucleoide

En estos organismos existe una regién central de aspecto fibrilar, que corresponde al
nucleoide. En é se encuentra un cromosoma unico que contiene la informacion
genética responsable de las funciones bacterianas como la sintesis de proteinas y la
division celular. Este contiene ADN de doble cadena, unidas por puentes de
hidrégeno entre las bases complementarias.

Esta constituido por bases puricas (adeninay guanina) y bases pirimidinicas (citosina
y timina), desoxirribosay &cido fosforico y se encuentra libre en el citoplasma. Tiene
también proteinas asociadas a nucleoide que se unen a la doble hebra de ADN, estas
son proteinas similares a histonas, que en otras funciones tiene la de formar un
complejo con el &cido lipoteicoico, y este complejo ha mostrado tener la capacidad
de unirse a la superficie de las células epiteliales humanas in Vitro. Se ha observado

también que e nucleoide esta asociado a la membrana plasmética.
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2.3.2.3. Membrana plasmatica

Esta es una bicapa de fosfolipidos a la que se encuentran asociadas proteinas
especificas. Esta membrana no contiene esteroles, y el &cido graso predominante es
el palmitico que ha sido encontrado en e 80% de la cepas de Sreptococcus mutans;
otros acidos grasos encontrados han sido € é&cido eicosenoico, € é&cido
octadecanoico, e acido estearico y en una menos proporcion se han encontrado €l
acido lauritico, miristico, pamitoleico, y ecosanoico.

La funcion principa de esta estructura como barrera osmética es ser selectivamente
permeable por mecanismos de transporte activo. También interviene en la produccion
de energia por fosforilacion oxidativa, sintesis de elementos estructurales, secrecién
de proteinas a exterior, division celular, también posee proteinas receptaas para la

guimiotaxis, y regulala accion de detergentes y antimicrobianos ( 1).

2.3.2.4 Pared

Esuna cubiertarigida que envuelve la bacteria por fuera de la membrana plasmética
y estd encargada de proteger, dar rigidez y forma a la bacteria , protegiéndola de la
presién osmotica. La pared esta compuesta por una capa externa de glicanos o
levanos que crecen en presencia de sacarosa y una capa mas densa de peptidoglicano
congtituido por &cido glutdmico, aanina, lisina, glucosamida y é&cido muramico
entrecruzado que se conoce como mureina y atraviesa toda la membrana celular.
Unidos a esta superficie se hallan los polisacaridos L-ramnosa y otros azlicares que

especifican e serotipo .
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Los é&cidos lipoteicoicos van de la membrana citoplasmética a la pared celular, estos
se pueden unir a proteinas de la pared y asi intervienen en procesos de adhesion. Las
proteinas de la pared se insertan en la membrana por su porcion C-terminal, y pueden
atravesar la pared, y las fimbrias. Una de esas proteinas conocida como PAC, Ag /11,
proteinas B, P1 0 SpaP, es atamente antigénica, tiene un peso molecular de 190 KDa
ha sido implicada en la unién inicial  del microorganismo a la superficie dental a
través de las proteinas de la pelicula adquirida . por esta razon ha sido ampliamente
utilizada como antigeno vacunal. También la da la capacidad a microorganismo para
unirse al colageno de los tdbulos dentinales, proceso que puede ser importante en €

desarrollo de la caries en la superficie radicular.

2.3.2.5 Glicocalix

El glicocdix es la cubierta bacteriana mas externa. Tiene aspecto de gel y es un
elemento facultativo compuesto por polisacéaridos extracelulares. No es uniforme en
densidad y grosor y es eliminada fécilmente por estar poco unida a la a superficie
bacteriana. Posee un gran contenido acuoso y contiene glucanos y fructanos. Es
sintetizado por enzimas de la membrana citoplasmética. Es muy importante para la
adherencia bacteriana a la superficie dental y también es un mecanismo defensivo
por que impide la fagocitosis y € contacto con anticuerpos, enzimas, biodegradantes

y antibidticos.
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2.4 Metabolismo:

El Sreptococcus mutans es un anaerobio facultativo, capaz de producir polisacaridos
extracelulares a partir de la sacarosa por medio de dos enzimas. la Glucosi
Transferasa (GTF) y la Fructosil Transferasa (FTF). También es un microorganismo
que presenta hemalisis en agar sangre y es sensible a la peniciling, eritromicina y
clindamicina.

El Streptococcus mutans es un microorganismo acidofilo, es decir que crece a un pH
mas bajo, y su crecimiento se favorece cuando su habitat se convierte en é&cido por €
consumo de azUcares. Este microorganismo es habitualmente una bacteria
homoléactica, por la mayor produccién de écido lactico y formato acetato y etanol en
una menor cantidad.

Estas bacterias utilizan la via glicolitica de Embden Meyerhof para la degradacion de
glucosa y cuando hay presencia de otros azlicares son convertidos a intermediarios
de la via glucolitica por medio de enzimas inducibles .

A partir de la sacarosa €l Streptococcus mutans produce polisacéaridos extracelulares
insolubles, gracias a la accion de dos enzimas la gluciosiltransferasa (GTF) la cua
sintetiza glucanos a partir dala glucosa, lo cual es un importante factor de virulencia
porque promueve la unién inicia a la superficie del diente y la fructosiltransferasa

(FTF) que sintetiza fructano a partir de la fructosa.
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2.5 Preservacion:

La principal funcién de cuaquier cepario es la de servir de depdsito de todos los
microorganismos aislados e identificados en investigaciones realizadas en el pasado y
en € presente.

La preservacion apropiada de los microorganismos que hacen parte del cepario es
extremadamente importante y debe tener la misma atencién que la estandarizacion de
equipos y la seleccion de reactivos quimicos. Iguamente , la preservacion de
microorganismos debe garantizar la viabilidad del organismo en estado inactivo,
puro, sin variaciones ni mutaciones, es decir en una condicion lo mas cerca posible a
la origind.

Entre otras se dan cuatro razones para contar con microorganismos debidamente
preservados.

1.En los procesos de enseflanza, para facilitar el aprendizaje, se requieren
microorganismos de referencia que exhiban caracteristicas tipicas

2.En los laboratorios industriadles se necesita mantener las caracteristicas de los
microorganismos para tareas de  produccion.

3.Los taxonomistas tienen que mantener un amplio nimero de caracteristicas
microbiol 6gicas para estudios comparativos.

4.Los laboratorios de investigacion requieren cultivos bacterianos puros para
multiples propésitos.(6)

Frecuentemente los cultivos bacterianos son irremplazables, otros pueden ser re-

sembrados o reemplazados por uno de la bacterioteca. En estos casos € tiempo, €
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dinero o la informacién es una pérdida para los laboratorios, pero esto se puede
evitar con un sistema de preservacion bacteriana. (12).
Existen métodos de preservacion a largo y a corto tiempo; como métodos de

preservacion a corto tiempo estan:

2.5.1.El subcultivo

Consiste en la transferencia periddica del cultivo a medio fresco ainterval os que
varian segin € microorganismo, € medio de cultivo utilizado y las condiciones
ambientales. Dado que la preservacion del cultivo por este método requiere de la
multiplicacién celular y de un metabolismo activo e mismo conllevaaun ato

riesgo de alteraciones en las caracteristicas de interés, sobre todo cuanto necesitan
repiques frecuentes.

Tiene la ventgja de no requerir equipamento especializado y en cepas relativamente
estables se ha utilizado satisfactoriamente. Cultivos en puncion bien desarrollados de
Salmonella spp, sellados con parafina y almacenados a 4°C han sobrevivido por 35
anos sin alteraciones genotipicas y con altos niveles de viabilidad, mientras que cepas
de Neisseria spp sobreviven apenas 1 afio en condiciones Optimas.

La frecuencia de las transferencias puede ser reducida disminuyendo e metabolismo
celular almacenado a bajas temperaturas (48°C), utilizando medios de cultivo
minimos o cubriendo & cultivo con 16 2 mL de aceite minera para uso medicina
esterilizado en horno a —170°C por 1 6 2 horas 0 en autoclave dos veces por 15
minutos a 121°C y almacenado a 4°C. El aceite impide la deshidratacion y se inhibe

el metabolismo y la velocidad de crecimiento por el impedimento del acceso a
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oxigeno. Este método ha sido aplicado con resultados muy satisfactorios en hongos y
levaduras, raramente en bacterias , aunque se tiene una reactivacion lenta y €

almacenamiento prolongado bajo condiciones adversas aumenta € riesgo de
alteraciones y pérdida de viabilidad.

Un aspecto muy importante en los subcultivos continuos es impedir € proceso de
deshidratacion del medio utilizando tapas con cierre hermético, cubiertas con parafina

y colocando varios de estos tubos en bolsas de pléstico selladas.(4)

25.2. Inmersién en aceite mineral (aceite de parafina de grado medicinal con
densidad de 0.865-0.890)

Muchas especies bacterianas son exitosamente preservadas por meses 0 afos, por €
método de inmersionen aceite mineral. Para este fin se cultiva el microorganismo en
medio sdlido en pico de flauta o en medio liquido y se lleva a incubacién apropiada.
Después de que se obtiene e crecimiento del microorganismo, se adiciona el aceite
en forma aséptica formando una capa de unos 2mL ( € agar en pico de flauta debe
ser enteramente cubierto) con € fin de prevenir la deshidratacion y reducir la
actividad metabdlica y e sobrecrecimiento del microorganismo. Las transferencias
del medio de cultivo cubierto con aceite se hacen por puncion y se siembran en un
nuevo medio que se cubre con aceite estéril. Las desventajas de este método son las
mismas del subcultivo ordinario. La contaminacién de los cultivos generamente
ocurre por la no adecuada esterilizacion del aceite mineral. El aceite debe esterilizarse

en un horno a 170°C durante dos horas ( no recomienda autoclavar). Con esta

23



metodologia la viabilidad de cepas de Streptococcus y Actinobacillus preservadas se

prolonga, respectivamente por 1 afio y 2-3 afios. (tablal).(6)

Tabla 1. Expectativa de vida de algunas bacterias que se aislan en cavidad oral preservadas por
varios métodos.

CONGELACION

ACEITE EN NITROGENO
GENERO SUBCULTIVO MINERAL CONGELACION LIOFILIZACION LiQUIDO
Streptococcus 1-2 mes 1 afio menor 30 afios Menor 30 afios
L actobacillus Semanal menor 30 afios Menor 30 afios
Actinobacillus Semandl 2-3 afos menor 30 afios Menor 30 afios
IActinomyces 1mes 2-3 afos menor 30 afios Menor 30 afios
Bacillus 2-12 mes 1 afio 2-3 afios menor 30 afios Menor 30 afios
Bacteroides Semanal 1 afio menor 30 afios Menor 30 afios
Bifidobacterium Semana menor 30 afios Menor 30 afios
Clostridium 6-12 mes 1-2 afios 2-3 afios menor 30 afios Menor 30 afios
Corynebacterium 1-2mes 1 afio 1-2 afios menor 30 afios Menor 30 afios
Haemophilus Semanal 1 mes menor 30 afios Menor 30 afios
Staphilococcus 1-2mes 1 afio menor 30 afios Menor 30 afios

Discos de Gelatina

25.3.1 Detdles del método

La preservacion de una bacteria el discos de gelatina fue descrita por primera vez por

Stamp en 1947.

El cultivo bacteriano es suspendido en gelatina disuelta o liquida, y las gotas de la

suspension se van solidificando en las cgas de petri. Las gotas son secadas o
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liofilizadas, y colocadas sobre un desecante (silica gel). Este método no es
particularmente adecuado para periodos muy largos, pero tiene una facilidad de uso y
de dta produccién cuantitativa de discos, € bagjo riesgo de contaminacion gracias a
amacenamiento de éste a temperaturas bajas lo que impide que crezcan
microorganismos oportunistas y la estabilidad de las caracteristicas son otras de las
grandes ventgjas.

El crecimiento bacteriano, la suspension de la gelatina, la distribucion de las gotas en
la caja de petri, € secado y liofilizacion de las gotas, su distribucion € los videsy €
almacenamiento son los pasos involucrados € |a preparacion de los discos. (12)
2.5.4.Congelacion comun

La preservacion de bacterias también se puede hacer por congelacion en un rango de
temperaturas de 020°C. En general, aunque este método no se recomienda para la
preservacion porque algunos componentes del medio de cultivo pueden causar dafios
en las cdlulas, esta claro que algunas bacterias pueden ser mantenidas por este método
de 6 meses a 2 afios.

Ninguno de los métodos mencionados hasta este momento tiene aplicacion universa
ya gque en la mayoria de los casos han sido usados en grupos particulares de

microorganismos.(6)
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Como mé&todos de preservacion alargo tiempo estan:

2.5.5 Ultracongelamiento

La preservacion por congelacion ocasiona dafios a las céulas tanto durante la etapa
de congelamiento asi como durante € proceso descongelamiento. Los dafios son
causados por la concentracion de sales y otros metabolitos y/o por la formacién de
cristales de hidlo que rompen la integridad celular. Estos efectos nocivos se pueden
giimnar mediante € guste gradud de las tasas de congelamiento y
descongelamiento y la adicion de sustancias crioprotectoras a las células, dimetil

sulfoxido o glicerol, para posterior sostenimiento a ultracongelacion.

El ultracongelamiento se puede redlizar con nitrogeno liquido a196°C con perlas de
vidrio a-70°C.

El nitrégeno liquido a —196°C es un método que ha mostrado excelentes resultados
con microorganismos que no pueden ser preservados de otra manera. Entre otras
bacterias cepas de Sreptococcus, Lactobacillus, Actinobacillus y Actinomyces han
sido exitosamente preservadas durante mas de 30 afios (Tabla 1). Las perlas de vidrio
han reportado e mantenimiento de una gran variedad de bacterias con resultados
satisfactorios en este se utiliza una suspension de glicerol a 15% y perlas de vidrio
las cuales se llevan a congelamiento a—70°C.

2.5.6 Liofilizacion

Laliofilizacion o secado por congelacién es un proceso de secado, en €l cual € agua
es sublimada directamente de un materia previamente congelado, lograndose la

sublimacion del hielo bajo vacio. Esta técnica se aplica cuando € producto en
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solucion es quimico, biolégico y térmicamente inestable en las condiciones normales
de amacengje.

Una de las mayores ventajas de la liofilizacion sobre otros métodos de preservacion
es que permite mantener la estabilidad genética, puede guardar la estabilidad en un
periodo largo, la facilidad de procesar un liquido, la estabilidad mejorada de un polvo
seco Yy, a menudo, la rapida disolucion que ocurre después de la recongtitucion de €
liofilizado. La liofilizacion exitosa es posible para hormonas, péptidos, enzimas,
esteroides, &cidos nucleicos, antibidticos, vacunas, bacterias, virus y tegidos
biologicos. La estabilidad mejorada, por largo tiempo de amacenge, de estos
materiales es una de las grandes ventgjas de este proceso.

De este modo la liofilizacién previene o limita la descomposicion de la sustancia en
solucion acuosa, la disminucion de la actividad de componentes activos y reacciones

quimicas entre dos 0 mas componentes en la mismo solucion.

2.5.6.1 El proceso delaliofilizacion

Este proceso se divide en tres partes principales:

La congelacion del producto en soluciéon , € secado primario(sublimacion) y el

secado secundario (post-secado).

2.5.6.2 Congelacion

La congelacién es una operacion previa y obligatoria en todo proceso de liofilizacion

esta debe efectuarse en equipos especiales, bien sea en armarios independientes o en
las mismas placas ce la camara del liofilizador las cuales deben alcanzar temperaturas

de—60°C.
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La ventaja de efectuar la precongelacion en armarios separados del  liofilizador es
permitir independizar la operacion de congelacion de la liofilizacion, con o que se
facilita la organizacion dd trabgjo y permite obtener un mayor rendimiento del

liofilizador , al introducir € producto ya congelado.

La congelacion puede efectuarse de diferentes maneras, una congelacion lenta es
cuando se considera adecuado obtener cristales grandes de agua, la temperatura debe
ir disminuyendo lentamente, de este modo se permite crecer a dichos cristales, con
una pequefia area total; una congelacién por enfriamiento muy rapido, el cual es un
enfriamiento  brusco usando nitrégeno liquido(-170°C), hidlo seco 6 freon
comprimido (no recomendable por su efecto ecolégico), donde se obtendrén
pequefios cristales con € consiguiente aumento de superficie o area expuesta a la
liofilizacion . Esta técnica también se usa cuando € producto se dafia s se produce
recristalizacion bajo condiciones moderadas de congelamiento.(11).

Otra forma de congelaciéon es la congelacion seriada la cual se define como la
congelacion separada de los componentes de un producto, capa tras capa; esta técnica
puede aplicarse para anticipar la ocurrencia de una mezcla con un punto eutéctico
muy bajo. La congelacion por esferas consiste en gotear la solucion aliofilizar dentro
de un recipiente que contiene nitroégeno liquido (-170°C). Al subir la temperatura del
nitrégeno se forman pequefias burbujas de gas drededor de las gotas que se estén
empezando a congelar, las cuaes las mantienen flotando. Cuando las gotas estén

completamente congeladas lentamente van depositandose en e fondo del recipiente,

durante la liofilizacion, d calor, se suministra también del fondo la “~"cama” de
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esferas congeladas, sin embargo en este caso es importante el papel que juega €
enfriamiento evaporativo.

Cuando sucede que durante €l proceso de congelacion norma un materia tiene su
estructura amorfa y esta edtructura no es deseable, porque ocasiona mala
reconstitucion, es posible introducir un pase de calentamiento precediendo a la
sublimacion; esto es denominado: introduccion del tratamiento termal durante la
congelacion.

El tratamiento térmico consiste de una primera congelaciéon del materia a una
temperatura suficientemente bagja y caentamiento gradual a una temperatura
predeterminada, para permitir cristalizar a las formas meta estables y luego enfriar
nuevamente a una temperatura apropiada antes de liofilizar. Grattlin and Deluca,
encontraron que los antibidticos, pueden cambiar de estructuras amorfas a cristalinas,
siguiendo esta técnica, un cambio de formas cristalinas; es también deseable cuando
la estructura amorfa es demasiado higroscopica.(9)

25.6.3  Secado primario o Sublimacion

Durante la fase de sublimacién del hielo, a fin de lograr un producto seco a partir de
una masa congelada, tres son los parametros sobre los que se pueda actuar para
obtener una liofilizacion correcta Estos son, la temperatura (de la placas
calefactoricas, del producto y del  condensador), la presion ( vacio en camaray en €
grupo productor del vacio) y € tiempo.

Si bien estos tres parametros, temperatura, presion y tiempo, pueden ser modificados

independientemente, entre ellos estan intimamente relacionados, 10 que no es posible
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modificar uno, sin que vengan afectados |os otros, por 1o que en todo momento deben
ser considerados conjuntamente. ( 13)

Esta fase implica remover toda € agua de la preparacion para poderla ecar. La
suspension es inicialmente secada por evaporacion, bajo la reduccion de la presion

mientras se centrifuga para evitar la emision, de vapores durante la preparacion, por
la corta tasa de vapor que fluye durante este proceso es necesario minimizar los
factores contaminantes tales como tapones de algodon o gasa, puesto que no permiten
un absoluto filtrado. Este proceso se llevara con un minimo de 3 horas. (12).

2.5.6.4 Secado secundario o Post-secado.

Unavez eliminado todo € hielo del producto, la temperatura del mismo se acerca ala
de las placas caefactoras. En este momento se inicia la desecacion secundaria, que
tiene por mision eliminar las Ultimas trazas de vapor de agua evaporando el agua no
congelada ligada a producto en esta fase descenderemos la humedad final del
producto hasta valores normales inferiores a 1%.

Esta es una de las caracteristicas mas importantes de la liofilizacién, ya que permite
alcanzar humedades residuales muy bgjas, sin precisar temperaturas de tratamiento
elevadas, por € contrario de otras técnicas de desecacion. Ello es una consecuencia
de la textura porosa y con una gran superficie creada por la sublimacién del hielo la
cual permite una extraccion eficaz del agua hasta las zonas mas profundas del
producto sin dafiarlo.

El vacio juega un papel importante en esta fase . para la eliminacién de las Ultimas

trazas de agua, es preciso reestablecer un vacio elevado, cerrando la inyeccion de



aire en la cAmara , ya que en esta fase no se precisa un gran aporte de caoriasy
normalmente con la que proporciona la radiacion es suficiente.

La temperatura final admitida por e producto seco, acostumbra a ser superior a la
temperatura admitida en su fase liquida, por 1o que normamente puede elevarse ésta

a valor necesario afin de reducir e tiempo de secado final. (13).
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar € efecto de los métodos de preservacion en discos de gelatinay liofilizacion

en leche descremada a 20% sobre €l Streptococcus mutans.

Obj etivos especificos:

1 Evaluar durante seis meses € comportamiento bioquimico de las cepas de
Sreptococcus mutans preservada en discos de gelatinary liofilizacion .

2. Determinar la viabilidad de la cepas de Streptococcus mutans preservadas en
discos de gelatina y liofilizacién durante cuatro meses.

3. Anadlizar € riesgo de contaminacion en la preservacion en discos de gelatinay
liofilizacion sobre el Streptococcus mutans.

4. Determinar la influencia del tiempo de reconstitucion en la recuperacion de

Srtreptococcus mutans .
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4. METODOLOGIA

4.1 Cepas:

para este estudio se utilizaron 33 cepas de Streptococcus mutans previamente
aidadas, identificadas y amacenadas en Leche descremada en e Centro de
Investigaciones Odontoldgicas .Las E 33 cepas mantenidas en leche descremada
a 20% fueron descongeladas y sembradas en Agar sangre y en Agar Mitis
sdlivarius eincubadas a 37°C durante 48 horas en atmosfera de CO2.

Después del crecimiento en estos medios se tomaron colonias para hacer tincion
de Gram y pruebas bioguimicas. ( Hidrdlisis de Esculina , Fermentacion de
Rafinosa, Melobiosa, Thealosa, Inulina, Manitol, Glucosa, Sorbitol, Ureasa ,Rojo
de metilo, VP e Hidrdlisis de Arginina ) y se cultivaron en caldo nutritivo hasta

obtener unaturbidez similar a tubo #2 de la escada de Mc Farland.



4.2Pr eservacion:

4.2.1 Discosde gelatina:

Inicidmente, se tomaron 300uL , de la cepas de Streptococcus mutans suspendidas
en caldo nutritivo con una turbidez similar al tubo #2 de la escala de Mc Farland (6
x10°%) y se mezclaron con 300uL de gelatina en estado liquido(30°C).

Después de este procedimiento se colocaron 20uL de esta mezcla en micropocillos de
Elisa y se congelaron a —40°C durante 20 minutos. Todos estos procedimientos se
realizaron en cAmara de flujo laminar.

La gelatina en los micropocillos fué liofilizada en € liofilizador LABCONCO
Freezone 4,5.(Fgl)

Los micropocillos (10 para cada cepad) se guardaron en tubos eppendorf de 2mL en
los cuales previamente se habia adicionada una capa de silicagel activada por calor (
160°C por 30 minutos) y un tapdn de algodén encima de ésta.

Los micropocillos de gelatina liofilizados se conservaron en refrigeracion

a—70°C hasta d momento de las evaluaciones.

4.2.1.1. Evaluacion dela preservacion en Discos de Gelatina

Cada mes se tomé un micropocillo €l cua serehidraté con 1 mL de caldo nutritivo .
La cepa en resuspension  en caldo nutritivo se dgjé en incubacion durante 6 y 24
horas a 37°C.

De estos dos tiempos se tomaron 10uL del caldo nutritivo y se sembraron en Agar
sangre y Agar mitis salivarius , se incubaron durante 48 horas y se redizaran

recuentos bacterianos y pruebas bioquimicas.
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Tabla 2. Identificacién bioquimica para €l Streptococcus mutans.

BIOQUIMICAS Streptococcus mutans CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO

Hidrolisis de Esculina Positivo Proteus vulgaris Proteus mirabilis
Urea Negativo Klebsiella E.coli
Fermentacion de Rafinosa Positivo E.cali Shiguella
Fermentacion de Melobiosa Positivo E.coli Shigudlla
Fermentacion de Trehal osa Positivo E.coli Shiguella
Fermentacion de Inulina Positivo E.coli Shigudlla
Fermentacion de Manitol Positivo E.coli Shiguella
Fermentacion de Glucosa Positivo E.cali Shiguella
Fermentacién de Sorbitol Positivo E.coli Shigudlla
Hidrdlisis de Arginina Negativo Sreptococcus pidgenes Shiguella
Rojo de Metilo Negativo E.coli Klebsiella
IVoges Proskauer Positivo Klebsiella E.coli

4.2.2 Liofilizacion:

La liofilizacion se reaizd a partir de la suspension de las 33 cepas de  Streptococcus
mutans en caldo nutritivo gjustado al patron #2 de laescaade Mc Farland , logrando
asi una concentracion de 6x10° .

100uL de esta suspension  bacteriana se mezclo con 100uL de leche descremada
estéril a 20%. Esta leche se prepard en agua estéril y luego se esterilizé a 116°C
durante 20 minutos, evitando asi e sobrecalentamiento que puede llevar a la
caramelizacion de la leche. Estos microorganismos resuspendidos en la leche
descremada a 20% se envasaron en tubos eppendorf de 2mL. Estos tubos se

[levaron por dos horas a congelacion a -70°C.



4.2.2.1. Evaluacion de la preservacion en liofilizacion

El producto liofilizado se reconstituyé con 1 mL de caldo nutritivo y se dgjo en
incubaciéon durante 6 y 24 horas a 37°C . De estos dos tiempos se tomaron 10uL  de
cadoy se sembraron en Agar sangrey Agar Mitis salivarius y se incubaron a 37°C
en camara de CO2 por 48 horas, luego se realizaron las pruebas bioquimicas(Tabla 2)

y recuentos bacterianos.
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5. RESULTADOS

Este trabgjo tuvo como fin determinar € efecto de los métodos de preservacion en
discos de gelatina y liofilizacion en leche descremada al 20% sobre 33 cepas de
Streptococcus mutans durante cuatro meses.

De cada cepa se prepararon 10 viales en leche descremada al 20% para someter a
liofilizacién y 10 discos de gelatina también para liofilizar. Los viales 'y discos de
gelatina después de liofilizados fueron conservados a —70°C. Cada mes durante 4
meses se tomod un via de liofilizado en leche descremada y un disco de gelatina
liofilizado que fue reconstituido con 1 mL de caldo nutritivo y llevado aincubacion a
37°C primero a 6 horas y después durante 24 horas. Después de la incubacion en
estos dos tiempos se hicieron resiembras en Agar mitis salivarius y Agar sangre con
el fin de determinar viabilidad (presencia o ausencia), contaminacién, nimero de
unidades formadoras de colonia y comportamiento bioguimico(Hidrdlisis de
Esculina, Fermentacion de Rafinosa, Melobiosa, Thealosa, Inulina, Manitol,

Glucosa, Sorbitol, Urea,Rojo de metilo , VP e Hidrdlisisde Arginina).
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5.1 Viabilidad

5.1.1 Primer mesdeevaluacion

5.1.1.1. Liofilizacién en leche descremada al 20%

Al cabo de seis horas de reconstitucion crecieron las 33 cepas evaluadas, sin
contaminacion, lo que indica un 100% de viabilidad. En la figura 1 se indica €
numero de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.

Al cabo de 24 horas de reconstitucion crecieron las 33 cepas evaluadas, sin
contaminacién, lo que indica un 100% de viabilidad. En la figura 2 se indica €

numero de unidades formadoras de colonia de capa cepa reconstituida.(Anexo3).

Figura 1. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante un mes en leche
descremada * Antes de la siembra €l liofilizado se reconstituy6 con cddo nutritivoy se degjo en

incubacion a 37°C durante 6 horas .
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Figura 2. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante un mes en leche
descremada * Antes de la siembra €l liofilizado se reconstituy6 con caldo nutritivoy se dejé en

incubacion a 37°C durante 24 horas.
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5.1.1.2. Discos de gelatina

Al cabo de seis horas de reconstitucién crecieron 28 cepas, que indica un 84% de
viabilidad. No se presentd ninguna contaminacion. En lafigura 3 se indica el nimero
de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.

Al cabo de 24 horas de recongtitucion crecieron todas las 33 cepas evaluadas, sin
contaminacion, lo que indica un 100% de viabilidad. En la figura 4 se indica €

numero de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.
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Figura 3. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante un mes en discos de
gelatina. * Antes de la siembra los discos de gelatina se reconstituyeron con caldo nutritivoy se

dejé enincubacion a 37°C durante 6 horas.
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Figura 4 : Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante un mes en discos de
gelatina. * Antes de la siembra los discos de gelatina se reconstituyeron con caldo nutritivoy se

dejo enincubacién a 37°C durante 24 horas .
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5.1.2. Segundo mes de evaluacion

5.1.2.1. Liofilizacion en leche descremada al 20%

Al cabo de seis horas de reconstitucion crecieron 29 cepas, sin contaminacion, lo que
indica un 87% de viabilidad. En la figura 5 se indica € numero de unidades
formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.

Al cabo de 24 horas de reconstitucion crecieron las 33 cepas evaluadas, sin
contaminacion, lo que indica un 100% de viabilidad. En la figura 6 se indica €

nimero de unidades formadoras de colonia de capa cepa reconstituida.

Figura 5. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante dos meses en leche

descremada. * Antes dela siembra € liofilizado sereconstituyo con caldo nutritivoy se dej6 en

incubacion a 37°C durante 6 horas.
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2

Figura 6. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante dos meses en leche
descremada . * Antesdelasiembrael liofilizado sereconstituyd con caldo nutritivoy se dej6 en

incubacion a 37°C durante 24 horas.
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5.1.2.2. Discos de gelatina

Al cabo de seis horas de reconstitucion crecieron 21 cepas, que indica un 63% de
viabilidad. No se present6 ninguna contaminacion. En lafigura 7 seindica el nimero
de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.

Al cabo de 24 horas de reconstitucion crecieron todas las 26 cepas evaluadas, sin
contaminacion, |o que indica un 78% de viabilidad. En la figura 8 se indica € nimero

de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.
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Figura 7. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante dos meses en discos
de gelatina. * Antes de la siembra los discos de gelatina se reconstituyeron con caldo nutritivoy

se degj6 enincubacion a 37°C durante 6 horas.
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Figura 8. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante dos meses en discos
de gelatina. * Antes de la siembra los discos de gelatina se reconstituyeron con caldo nutritivoy

se dgjé enincubacion a 37°C durante 24 horas.
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5.1.3 Tercer mesde evaluacion

5.1.3.1. Liofilizacion en leche descremada al 20%

Al cabo de seis horas de reconstitucion crecieron 28 cepas, sin contaminacion, lo que
indica un 84% de viabilidad. En la figura 9 se indica @ numero de unidades
formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.

Al cabo de 24 horas de reconstitucion crecieron las 33 cepas evaluadas, sin
contaminacion, lo que indica un 100% de viabilidad. En la figura 10 se indica €

nimero de unidades formadoras de colonia de capa cepa reconstituida.

Figura 9. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante tres meses en leche
descremada . * Antes de la siembra € liofilizado sereconstituyo con caldo nutritivoy se degjé en

incubacion a 37°C durante 6 horas.
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UFC

Figura 10. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante tres meses en leche

descremada . * Antes dela siembra €l liofilizado sereconstituyo con caldo nutritivoy se dgj6 en

incubacion a 37°C durante 24 horas.
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5.1.3.2 Discos de gelatina

Al cabo de seis horas de reconstitucion crecieron 17 cepas, que indica un 51% de
viabilidad. No se presento ninguna contaminacién. En la figura 11 se indica €
numero de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.

Al cabo de 24 horas de reconstitucion crecieron 28 cepas evauadas, sin
contaminacion, lo que indica un 84% de viabilidad. En la figura 12 se indica €

nuimero de unidades formadoras de colonia de cada cepa



Figura 11. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante tres meses en discos
de gelatina. * Antes dela siembra los discosde gelatina se reconstituyeron con caldo nutritivoy se

dejé enincubacion a 37°C durante 6 horas.
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Figura 12. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante tres meses en discos
degelatina. * Antesdela siembra los discos de gelatina se reconstituyeron con caldo nutritivoy se

dejo enincubacién a 37°C durante 24 horas.

100000
O
5 soo0
0

1 3 &5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33
No.CEPAS



5.1.4 Cuarto mes de evaluacion

5.1.4.1. Liofilizacién en leche descremada al 20%

Al cabo de seis horas de reconstitucion crecieron las 30 cepas evaluadas, sin
contaminacion, 1o que indica un 90% de viabilidad. En la figura 13 se indica €
nimero de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.

Al cabo de 24 horas de reconstitucion crecieron las 32 cepas evaluadas, sin
contaminacién, lo que indica un 96% de viabilidad. En la figura 14 se indica €

nimero de unidades formadoras de colonia de capa cepa reconstituida.

Figura 13. Recuperacién de UFC de cepas de Smutans preservadas durante cuatro meses en

leche descremada. * Antes dela siembra el liofilizado sereconstituyé con caldo nutritivoy se dejo

en incubacion a 37°C durante 6 horas .
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Figura 14. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante cuatro meses en
leche descremada. * Antesdela siembra el liofilizado se reconstituyo con caldo nutritivoy se dejé

en incubacién a 37°C durante 24 horas .
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5.1.4.2. Discos de gelatina

Al cabo de seis horas de recongtitucion crecieron 24 cepas, que indica un 72% de
viabilidad. No se presentd ninguna contaminacion. En la figura 15 se indica €
nimero de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.

Al cabo de 24 horas de recongtitucion crecieron todas las 25 cepas evaluadas, sin
contaminacion, lo que indica un 75% de viabilidad. En la figura 16 se indica €

nimero de unidades formadoras de colonia de cada cepa reconstituida.



Figura 15. Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante cuatro meses en

discos de gelatina. * Antes de la siembra los discos de gelatina se reconstituyeron con caldo

nutritivoy se dg6 en incubacion a 37°C durante 6 horas.
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Figura 16 : Recuperacion de UFC de cepas de S.mutans preservadas durante cuatro meses en
discos de gelatina. * Antes de la siembra los discos de gelatina se reconstituyeron con caldo

nutritivoy se dejé en incubacién a 37°C durante 24 horas .
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Tabla 5. Resumen delosresultados finales

6 HORAS 24 HORAS

MES UFC V'AB'O'/;'DAD CONTAMINACION UFC V'AB(!/'O-'DAD CONTAMINACION
L G L G L G L G L G L G
1 | 278084 | 4606 | 100 | 84 0 0 465151 | 34848| 100 | 100 0 0
2 | o5757| 269 | 87 | 63 0 0 305000 | 15506| 100 | 78 0 0
3 |135454| 3969 | 84 | 55 0 0 206060 | 12039| 100 | 76 0 0
4 | soeoe9 | 75642| 90 | 72 0 0 1136000 | 53975| 96 | 75 0 0

5.2.Comportamiento bioquimico

Todas las 33 cepas de S. mutans preservadas por los dos sistemas, mantuvieron el
mismo comportamiento bioquimico (Hidrdlisis de Esculina, Fermentacion de
Rafinosa, Melobiosa, Thealosa, Inulina, Manitol, Glucosa, Sorbitol, Urea negativa
,Rojo de metilo negativo, VP positivo y no Hidrdlisis de Arginina ) a cabo del
primer, segundo, tercer y cuarto mes de conservacion con relacion a

comportamiento bioquimico original ( antes de someter a preservacion).



5.3 Andlisis estadistico:

El andlisis estadistico (Tabla 6), demostro que la liofilizacion en leche descremada al

20% durante cada uno de los 4 meses fue significativamente superior ala

preservacion en discos de gelatina.

Tabla 6: Analisisestadistico

6 HORAS
MES CHI P PROMEDIO VARIANZA DESVIACION
LECHE GELATINA LECHE [ GELATINA LECHE GELATINA
1 151.3 0.001 278984.84 4606 4363E+10 7465E+0.7 208868 8645.5
2 123.4 0.001 255757.57 2369.7 5.862E+10 | 1.256E+0.7 242110 3544.052
3 91.67 0.001 135454.545 3969.697 1548E+10 | 2.791E+0.7 124425.995 5282.547
4 167.05 0.001 896969.69 75642.42 4921E+11 6.811E+10 701522.8 260971.8
24HORAS
MES CHI P PROMEDIO VARIANZA DESVIACION
LECHE GELATINA LECHE [ GELATINA LECHE GELATINA
1 98.5 0.001 465151 34848.4 2.617E+10 | 6.054E+0.8 161769.922 4283
2 142.94 0.001 395000 15506.061 1482E+11 | 1.373E+0.9 384963.472 6451
3 129.3 0.001 206060.60 12939.4 3.104E+10 | 4.765E+0.8 176191.3 3799.9
4 158.6 0.001 1.136E+0.6 53975.7 4.119E+11 | 4.247E+0.9 641808.082 11345.112
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

La redlizacion de muchas actividades en microbiologia , después del proceso de
adamiento e identificacion de los microorganismos , depende d e la adecuada
preservacion de estos. La preservacion de los microorganismos es extremadamente
importante y debe garantizar & mantenimiento del organismo en estado inactivo,
puro, sin variaciones ni mutaciones, es decir en una condicién muy cercana a la
original. A pesar de tenerse a disposicion una amplia variedad de técnicas para la
preservacion de las cepas bacterianas, sigue siendo dificultoso elegir e méodo mas
apropiado para la geservacion mas apropiado para la conservacion de una especie
bacteriana en particular. La escasa informacion existente sobre la utilidad de los
métodos de preservacion  en la conservacion de bacterias de procedencia oral, en
particular de Streptococcus mutans , condujo a plantear este trabajo, con €l fin de
tener la experiencia necesaria para hacer € meor aprovechamiento de los
microorganismos confinados a un servicio de coleccion de cepas o cepario.

Este trabgjo sefiala utilidad y € rendimiento de la preservacion por liofilizacion en
leche descremada a 20% y en discos de gelatina , durante cuatro meses, sobre 33
cepas de Streptococcus mutans. La preservacion en discos de gelatina se describe,

basicamente por su rendimiento econémico y practicidad, como una técnica
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particularmente propicia para preservar cepas bacterianas en gran cantidad
(4),(6),(12). La idea 4l utilizar esta técnica en este trabgjo, era obtener de una
manera rapida muchas replicas del microorganismo preservado. Con este fin se
inicio con la siembra de la mezcla, microorganismos disueltos en gelatina, en forma
de pequefias gotas (20uL) sobre cajas de Petri, para posterior congelacion 'y
liofilizacion. De esta manera obtendriamos multiples discos de gelatina de cada cepa
preservada. Sin embargo, cuando procedimos a desprender los discos de la cga de
Petri nos encontramos con el inconveniente de no poder despegarlas, y en algunos
casos rompimiento de los mismos. Los manuales de preservacion recomiendan para
este procedimiento €l uso de cajas de Petri  especialmente disefiadas para este fin (4),
(12). Ante laimposibilidad de obtener las cgjas de Petri adecuadas se decidio utilizar
para este método, micropocillos de Elisa. Los resultados utilizando los micropocillos
fueron adecuados, con la limitante de obtener menos replicas de los
microorganismos. De esta manera |a mezcla de los microorganismos mas gelatina se
aplico sobre los micropocillos, y fueron llevados a congelacion y posterior
liofilizacion. Los micropocillos con mezcla liofilizada, fueron guardados en tubos

epperdorf de 2 mL con silica gel para evitar la hidratacion del liofilizado. Este

micropocillo resulté muy practico y Util, ya que sobre e se depositd e cado

nutritivo parala recuperacion de la bacteria preservada.

Laliofilizacion con leche descremada a 20% resulto en este estudio ser mejor que los
discos de gedatina para la preservacion de 33 cepas de Sreptococcus mutans
durante cada uno de los cuatro meses, ya que permitio una mayor recuperacion del

microorganismos(mayor viabilidad y mayor nimero de unidades formadores de
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colonias)(p<0.001). En la actualidad existe muy poca experiencia en la preservacion
de cepas de S mutans, a contrario se existe mayor experiencia con cepas de S.
pneumoniae (11). El Dr. George Siberry y colaboradores (11) evaluaron diferentes
métodos, medios de cultivo y condiciones de almacenamiento para la preservacion
de 5 cepas con serotipo diferentes de S. pneumoniae . Estas bacterias fueron
preservadas en diferentes medios con posterior almacenamiento a —20°C y —
70°C(durante 16 meses), por la liofilizacion y desecacion en arena (durante 68
meses). Independientemente del medio usado & amacenamiento a —20°C  solo
permitié e crecimiento de bacterias hasta el warto mes. En cambio las cepas
almacenadas a —70°C fueron viables durante los 16 meses de evaluacion. Las cepas
preservadas por liofilizacion y desecacion en arena. Y mantenidas a 4°C fueron
viables durante 68 meses de evaluacion. En conclusion, la liofilizacion con posterior
amacenamiento a —70°C dan las mejores condiciones para la preservacion de
microorganismos por largos periodos de tiempos(12). Aungue este trabajo solo se ha
redlizado hasta € momento durante 4 meses, la liofilizacion y € posterior
mantenimiento a —70°C han permitido e megor mantenimiento de las cepas objeto de

estudio (12).

Otro de los objetivos de este trabajo fue determinar la susceptibilidad de estos
métodos ala contaminacion por microorganismos externosy € tiempo de incubacion
mas adecuado para la recuperacion de las cepas ya preservadas. La no contaminacion
en ninguna de las cepas preservadas por los dos métodos sefida € adecuado

procedimiento seguido. Para la mejor recuperacion de las cepas preservadas, se
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recomienda prehidratar € preservado con caldo nutritivo e incubar durante algun
tiempo para permitir € restablecimiento de las condiciones fisiologicas. Por esto se
evaluaron dos tiempos de incubacion en caldo nutritivo, a las 6 y 24 horas. La
incubacion durante 24 horas permitio la mejor recuperacion de las cepas preservadas,
representando en mayor viabilidad y mayor nimero de unidades formadores de

colonia, en los dos métodos de preservacion evaluados.

Uno de los aspectos que contribuyen a robustecer e método de preservacion a elegir,
esla conservacion del comportamiento bioquimico, a través del tiempo, por parte de
las cepas preservadas. En este estudio ninguna de las cepas preservadas por los dos

métodos presento cambios en € comportamiento bioquimico.
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7.CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos en € estudio sobre la comparacion de dos métodos
de preservacion confirmaron que la liofilizacion en leche descremada al 20%
y €l posterior almacenamiento a —70°C es € méodo ided para la
conservacion de las 33 cepas de Streptococcus mutans utilizadas en este

estudio.

2. Laliofilizacion en leche descremada a 20% demostré que e conteo de UFC
en los cuatro meses de experimentacion fue mas representativo que €

obtenido en los discos de gelatina.

3. La liofilizacion de leche descremada a 20% se constituye en un método

optimo y fécil de redlizar para la preservacion de Streptococcus mutans.

4. El periodo de incubaciéon a las 24 horas de la recondtitucion es
estadisticamente mas significativo( Chi cuadrado = 0.001) que en 6 horas de
incubacién para la recuperacién bacteriana y posterior conteo de las UFC en

Agar Mitissdlivarus.



5. La dificultad en la redizacion del método de preservacion para discos de
gelatina congtituye una técnica de muy alto costo y un gran riesgo de

contaminacion.
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RECOMENDACIONES

Comparacion de la liofilizacion con otros métodos de preservacion como

glicerol o congelacion comun para diferentes microorganismos

En otros estudios determinar la temperatura adecuada en la cua se puedan

conservar otros microorganismos orales.
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ANEXO 1

PRUEBASBIOQUIMICAS

1. FERMENTACION DE AZUCARES

FUNDAMENTO:

Las bacterias a través de sus enzimas extracelulares transforman los complejos
carbohidratos en azucares simples que aprovechan como fuente energética. Cada
bacteria fermenta un carbohidrato llevando a productos intermedios y finales , como
Acido lctico y acético, alcohol etilico, bioxido de Carbono e Hidrégeno.

Para realizar esta prueba se utilizan caldos con carbohidratos a los que se les incluye
un indicador de cambio de color, € atague de los azlcares en estos medios conduce a
la acidificacion con la produccion o no de gas.

Los azucares mas utilizados son : glucosa, manitol, sorbitol, trehalosa, melobiosa,
rafinosa, inulina, entre otros.

Se utiliz6 como base: Caldo nutritivo

COMPONENTES CANTIDAD

Extracto de carne 30 gramos

Peptona 5.0 gramos
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PREPARACION
Disolver 18 gr por 1000mL de agua destilada
Agregar e azlcar a 1%

Adicionar 0.018gr de rojo de Fenol a 1000mL de solvente
servir 4MI en cada tubo

Autoclavar a 121°C por 10 minutos

INTERPRETACION

Amarillo = Positivo
Violeta= Negativo

2. CATALASA

FUNDAMENTO
Esta enzima se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias

facultativas que contienen citocromo, la excepcién principal es el Streptococcus,
este posee peroxidasa.. Por |o general los organismos que no poseen citocromo
carecen también de la enziima y por o tanto no pueden descomponer € peroxido
de hidrégeno, esté s se dgja acumular es toxico para las bacterias y provoca su
muerte, la catalasa descompone e peroxido de hidrégeno en aguay oxigeno (gas
liberado, y produccion de burbujas).

Para laredlizacion de esta prueba se agrega a la bacteria previamente recogida
con un pdillo de maderay lista en un portaobjetos peroxido de hidrogeno a 30%

(H20,) observandose la produccion o no de burbujas.



REACTIVOS

COMPONENTES CANTIDAD
Peroxido de hidrégeno, 30% 30mL para 100mL
Buffer fosfato, pH:7 1.361gr de (KH2PO4) Y 1.420gr de
(NapHPO,) en 1000mL de agua
Tween 80, 10% destilada
1mL de Tween 80 para 10 mL de agua
dedtilada

INTERPRETACION
Produccién de burbujas = Positivo
No produccién de burbujas = Negativo
3. UREA
FUNDAMENTO
En este medio de cultivo solo puede crecer |os microorganismos gque son capaces de
utilizar la urea como unica fuente de carbono, aguellos microorganismos gue utilizan
urea producen un virge rojo, gracias a la produccion de amoniaco € cua por su
basicidad indica el cambio de color y enturbamiento del medio.
El caldoinicial esclaroy amarillo.
Urea ——— Amoniaco + Agua

PREPARACION

Esterilizar agua destilada a 121°C por 15 minutos

Disolver 38.5gr en 1000mL de agua



Servir en los tubos

INTERPRETACION
Color rojo = Positivo

Color Amarillo = Negativo

4.RMVP

FUNDAMENTO DEL ROJO DE METILO (RM)

Esta prueba diferencia a los organismos capaces de producir grandes cantidades de
&cido de la glucosa y que hacen descender € pH por debgo de 4.4, de aguellos que

no producen descenso del mismo.

FUNDAMENTO DE VOGESPROSKAUER(VP)
La reaccién de Voges-Proskauer se basa en la deteccién del acetilmetilcarbinol
(acetoina), un producto final neutro derivado del metabolismo de la gucosa. Esta es

metabolizada en &cido piravico, intermediario clave en la glucdlisis.

REACTIVOS
COMPONENTES CANTIDAD
Peptona 5gramos
Glucosa 5gramos
Tampodn fosfato 5gramos
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INTERPRETACION
RMY VP
Positivo = color rojo a naranja

Negativo = color amarillo.

5. HIDROLISISDE LA ARGININA

FUNDAMENTO

Es un medio de cultivo de ensayo para la demostracion de Ornitinadecarborxilasa
y de Arginina-dihidrolasa, en € marco de la identificacion bioguimica.

Este caldo contiene Arginina como sustancia reaccionante y puUrpura de
Bromocresol como indicador de pH. En primer lugar la glucosa es degradada a
acido. A un pH inferior a 5.6, vira a amarillo € color del indicador de pH.
Después las bacterias Arginina-dihidrolasa positivas, producen un nuevo aumento
del pH debido ala degradacion de Arginina. Este ensayo solamente es redlizable
con microorganismos que pueden utilizar la glucosa con formacion de acido. El

caldo preparado y listo para el uso esclaroy de color violeta.



REACTIVOS

COMPONENTES CANTIDAD
Peptona de carne 5 gramos
Extracto de levadura 5 gramos
Parpura de Bromocresol 0.01 gramos
Rojo cresol
0.005 gramos

PREPARACION
Disolver e caldo Moeller decarboxilosa por 1000mL
Adicionar e aminoacido a 2%
Servir en tubos

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

INTERPRETACION

Positivo = violeta

Negativo = amarillo

6. AGAR BILISESCULINA
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FUNDAMENTO
El uso mayoritario del agar Bilis esculina es para diferenciar entre

Enterococos/Estreptococos Grupo A 'y Streptococcus no grupo D.

Los Enterococos/Estreptacocos Grupo A y Streptococcus no grupo D hidrolizan la
esculina para formar esculetina y dextrosa. La esculetina se combina con € citrato
férrico del medio formando un complgo marrén oscuro o negro que indica un
resultado positivo. Las sales hiliares inhibiran las bacterias gram-positivas que no

sean Enterococos/Estreptococos grupo D.

REACTIVOS
COMPONENTES CANTIDAD
Peptona 8 gramos
Sales biliares 20 gramos
Citrato férrico 0.5 gramos
Esculina 1 gramo
Agar 15 gramos




PREPARACION
Disolver 44.5 gramos en 1000mL
Servir en tubos de ensayo
Llevar a esterilizar a 121°C por 15 minutos

Degjar enfriar en posicién inclinada

INTERPRETACION

Positivo = negro a castaio

Negativo = Incoloro.
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ANEXO 3

Tabla3: UFC en leche descremada al 20%

70

6 HORAS 24 HORAS
CEPA| MES 1 2 3 4 1 2 3 4

1 150000 0 1000000 | 1500000 | 200000 { 1500000 [ 800000 | 1700000
2 400000 | 300000| 200000 | 1500000 | 700000 | 700000 700000 | 1500000
3 700000 | 450000 200000 | 1200000 | 800000 | 500000 500000 900000
4 320000 | 450000{ 200000 | 1200000 [ 600000 [ 700000 200000 | 1500000
5 600000 [ 500000| 200000 | 1000 | 600000 | 1500000 | 250000 | 1200000
6 450000 | 500000| 400000 [ 1500000 | 500000 | 200000 200000 | 1500000
7 500000 | 500000 400000 | 1000000 | 700000 | 150000 300000 | 1200000
8 8000 [ 25000 | 200000 | 500000 | 600000 | 150000 200000 500000
9 350000 | 500000 100000 | 100000 | 500000 [ 250000 300000 | 1200000
10 200000 [ 50000 0 100000 | 500000 [ 300000 200000 700000
11 300000 | 150000 100000 | 600000 | 400000 [ 300000 200000 800000
12 500000 | 350000{ 100000 | 700000 [ 600000 [ 300000 200000 700000
13 300000 [ 700000| 50000 | 1500000 | 500000 | 300000 200000 | 1500000
14 300000 | 500000{ 150000 | 2000000 [ 600000 [ 200000 250000 | 2000000
15 500000 | 500000 200000 | 1500000 [ 700000 [ 300000 300000 | 1500000
16 600000 | 500000{ 400000 | 2000000 [ 500000 [ 500000 150000 900000
17 500000 | 400000 300000 | 2000000 [ 400000 [ 500000 200000 700000
18 500000 [ 600000 400000 | 1500000 | 200000 | 300000 200000 | 2000000
19 550000 | 600000{ 150000 | 2000000 [ 300000 [ 300000 150000 | 2000000
20 500000 | 500000 100000 | 2000000 [ 150000 [ 500000 300000 700000
21 250000 | 10000 | 70000 0 200000 | 100000 200000 0

22 100000 0 0 500000 | 350000 | 1000000 | 150000 | 2000000
23 150000 | 25000 | 70000 | 200000 | 600000 | 700000 200000 | 1500000
24 150000 | 60000 | 90000 0 400000 | 100000 400000 | 1500000
25 100000 | 50000 [ 90000 0 300000 | 50000 150000 | 2000000
26 150000 | 10000 | 70000 | 400000 | 400000 | 1000000 | 300000 | 2000000
27 150000 0 0 50000 | 600000 [ 50000 200000 | 1000000
28 100000 | 50000 | 70000 | 400000 | 400000 | 100000 150000 50000
29 100000 | 10000 50 20000 | 500000 | 200000 50000 100000
30 20000 | 10000 0 1200000 | 400000 | 40000 300000 | 2000000
31 35000 | 40000 0 900000 | 400000 | 150000 200000 700000
32 20000 | 100000 50000 | 700000 | 400000 | 50000 200000 | 1000000
33 100000 0 50000 | 100000 | 350000 | 45000 200000 300000




ANEXO 4

Tabla 4. UFC en Discos de Gelatina

6 HORAS 24 HORAS
CEPA| MES 1 2 3 4 1 2 3 4
1 0 0 15000 | 150000 | 120000 150000 90000 150000
2 0 0 15000 | 150000 | 100000 150000 70000 150000
3 500 0 7000 | 100000 [ 15000 5000 35000 150000
4 400 1000 1000 0 10000 3000 10000 0
5 5000 10000 | 2000 5000 20000 60000 30000 100000
6 600 1000 5000 | 80000 20000 2000 3000 150000
7 10000 0 0 5000 40000 3000 10000 100000
8 2000 30000 30 5000 10000 3000 10000 60000
9 3000 0 10000 | 10000 7000 0 5000 100000
10 5000 1000 0 200 25000 700 3000 2000
11 5000 5000 0 20000 15000 15000 5000 20000
12 2000 1500 0 30000 15000 7000 10000 30000
13 2000 15000 | 3000 | 10000 20000 30 5000 10000
14 2000 0 0 0 20000 0 7000 0
15 2000 0 5000 | 120000 [ 40000 0 7000 150000
16 3000 1000 | 10000 [ 5000 20000 2000 0 5000
17 1000 500 5000 2000 50000 10000 0 2000
18 2000 0 10000 [ 4000 70000 0 0 50000
19 5000 0 20000 | 40000 5000 0 5000 50000
20 3000 3000 0 2000000 40000 5000 0 20000
21 10000 1500 0 0 20000 0 5000 0
22 3000 0 0 150000 | 50000 1000 70000 20000
23 10000 0 7000 | 20000 35000 2000 10000 2000
24 5000 5000 3000 0 20000 5000 7000 2000
25 5000 5000 7000 0 30000 5000 3000 0
26 0 5000 0 0 35000 9000 5000 0
27 0 0 0 0 30000 0 0 0
28 2000 5000 0 0 30000 10000 0 0
29 0 0 0 0 20000 1000 10000 0
30 0 0 0 9000 30000 1500 10000 100000
31 0 1000 0 20000 30000 3000 7000 90000
32 5000 0 0 10000 30000 3000 0 30000
33 0 0 3000 | 10000 20000 2000 0 15000
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ANEXO 2

FIGURAS

1. Liofilizador marca LABCONCO. Freezone 4.5
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2. Cepa de Streptococcus mutansen Agar Mitissalivarius.
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3. Vial para la preservacion de Streptococcus mutans en discos de gelatina
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4. Tubo con micropocillos de Elisa para los discos de gelatina.
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5. Micropocillosde Elisa con los discos de gelatina.
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6.Viales con liofilizado de L eche descremada al 20%
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