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RESUMEN

Se evalu6 un método para el almacenamiento
de Helicobacter pylori y Campylobacter jejuni
durante periodos largos. Las bacterias se
resuspendieron en caldo nutritvo con 5 por
ciento de dimetil sulfoxido y se pusieron en
frascos plasticos, que se envolvieron en algodén
y se guardaron en una caja termoaislante
(“styrofoam”) durante una semana a —70 °C.
Luego los frascos se extrajeron de la caja ter-
moaislante y se dejaron a —70 °C durante 12 a
18 meses, haciendo subcutivos cada 4 a 6
meses. Todas las cepas han sobrevivido
durante el periodo de estudio.

INTRODUCCION

Para el mantenimiento prolongado de bacterias,
se recurre a la congelacion a bajas
temperaturas; practica que se ha realizado
desde 1900 (6). Las células congeladas
mantienen su viabilidad si se guardan a bajas
temperaturas, idealmente en nitrégeno liquido
(—196°C) o bien, en el caso de bacte
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rias, —70 °C. A temperaturas mayores, por
ejemplo entre —10 y —20 °C, la viabilidad se
mantiene por periodos méaximos de dos meses
(6), debido a recristalizacion del agua
citoplasmatica, lo que se conoce como calor de
cristalizacion (5). No obstante, no todas las
bacterias se comportan igual ante la
congelaciéon, encontrandose algunos grupos
muy susceptibles, que representan verdaderos
problemas de conservacion.

Los dos principales obstaculos enfrentados en la
congelacion de células son la osmolaridad del
medio y la cristalizacion del agua citoplasmatica
(6). En el primer caso, la osmolaridad del medio
de la suspensién aumenta a medida que el agua
cristaliza; sin embargo, si la tasa de enfriamiento
es entre 10 y 20 grados por minuto, la célula
puede adaptarse gracias a la pérdida de agua
citoplasmaética, con reduccion del volumen vy
alteracion en la permeabilidad de la membrana.
Pero esa adaptacion no se logra cuando la tasa
de enfriamiento es de 50 grados por minuto o
méas (1). La cristalizacién intracitoplasmética
provoca dafo, que puede evaluarse por
viabilidad o andlisis ultraestructural (3, 8).

En contraposicion a lo anterior, ambos
problemas pueden obviarse si la con-
gelacién se realiza muy rapidamente, en el
orden de milésimas de segundo y a
temperaturas minimas de —150°C;
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en este sentido, ni siquiera hay alteraciones
ultraestructurales en la célula y se mantiene su
viabilidad (4).

El uso de sustancias que evitan la cristalizacién
del agua citoplasmética, conocidas como
crioprotectores, aumentan la sobrevivencia de
las células cuando se congelan. Entre los
crioprotectores mas comunes figuran las so-
luciones de sacarosa, dextran, glicerol,
dimetilsulféxido (DMSQ), etilenglicol, polivinil
pirrolidona (7), o bien sduciones ricas en
proteinas como leche, plasma, suero e incluso
sangre hemolisada. En la preservacion de
bacterias rutinariamente se recurre a las
suspensiones en liquidos ricos en proteinas; sin
embargo, aun asi se enfrentan problemas con
Helicobacter pylori y Campylobacter jejuni
debido a su alta susceptibilidad a la congelacion
(9). El objetivo de este informe es describir un
método sencillo de criopreservacion para estos
dos agentes.

MATERIAL Y METODOS

Se elevaron siete cepas de Campylobacter
jejuni aisladas de pollos y 12 cepas de
Helicobacter pylori, aisladas de pacientes con
patologia gastroduodenal (2). Las bacterias
fueron cultivadas en agar sangre (base de
Tripticasa soya, BBL) e incubadas en microaero-
biosis a 37 °C, recolectadas con una asa
bacterioldgica y resuspendidas en caldo nutritivo
con 5 por ciento de DMSO.

De cada suspension de bacterias se prepararon
seis alicuotas de 1 ml y se
depositaron en frascos de plastico (WheatonR).
Los frascos se envolvieron individualmente en
algodon 'y se colocaron en una caja
termoaislante (“styrofoam”), que fue guardada a
—70 °C  durante una semana, luego se
desenvolvieron y se dejaron a —70 °C.
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A los 6,8,10,12 y 18 meses se evalué la
sobrevida de las bacterias, inoculando uno de
los frascos de cada cepa en un plato de agar
sangre, e incubandoles a 37 °C bajo
microaerobiosis.

Inicialmente la inoculacibn se hizo con asa
bacteriolégica, pero luego se cambid la
metodologia, inoculando las placas con unas
cuantas gotas del in6culo colocadas con pipeta
Pasteur. El objetivo del cambio fue aumentar la
proporcion de bacterias por plato. Las colonias
obtenidas se identificaron mediante tincion de
Gram y pruebas de oxidasa, catalasa, ademas
de ureasa en el caso de H. pylori.

RESULTADOS

Las cepas de C. jejuni y 6 de las cepas de H.
pylori se recuperaron en cada periodo,
incluyendo a los 18 meses. El resto de las cepas
de H. pylori han cumplido 12 meses y su
sobrevida ha sido del 100 por ciento. No
obstante, 3 de esas cepas no crecieron a partir
del frasco correspondiente a 10 meses, lo cual
pudo deberse a una pobre inoculacion de las
placas de agar sangre, pues fueron inoculadas
con asa bacteriologica; por lo que posterior-
mente se cambid al método de goteo.

DISCUSION

El método de congelacién lenta es utilizado en
virologia para el almacenamiento de células
eucariotas. En nuestro caso, ese procedimiento
resultd satisfactorio para la preservacion de bac-
terias sensibles a la congelacion, como
Campylobacter y Helicobacter. EI método es
simple y no requiere de equipos 0 reactivos
costosos, por lo que puede emplearse
rutinariamente en laboratorios que tan solo
cuenten con congeladores de —70 °C.
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ABSTRACT

An easy method for long term maintenance of
Campylobacter jejuni and Helicobacter pylori
strains was tested. Bacterial suspensions in
nutritive broth with 5 percent dimetilsulfoxide
were frozen in plastic vials, which were wrapped
with cotton and kept in a styrofoan box at —70
°C. Seven days later the vials were taken from
the box and kept in the freezer for 18 months.
Every 4 to 6 months a vial from each strain was
cultured. All the strains survived the test period.
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