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1. Introducción, kits CRIOTECA® y objetivos

aboratorios MICROKIT es pionera en el diseño de kits
para conservación de cepas microbianas por congela-
ción, y desarrolló ya desde 1995, sus CRIOTECA®*,

crioviales con líquido criogénico y perlas de porcelana porosa,
que permiten la reutilización de la misma generación microbia-
na en un mismo vial durante años, lo que ahorra espacio en los
congeladores, contaminaciones y mutaciones. A petición (y con
la inestimable ayuda) de los mayores ceparios oficiales y priva-
dos de España, ha ido diversificando el rango, hasta llegar a la
completa gama actual:

1. Clásica: Para uso general (con caldo criogénico idéntico al
que tienen las demás marcas)
2. YM: Mejorada con líquido criogénico especial para más larga
conservación de hongos (levaduras y mohos)
3. Marina: Mejorada con líquido criogénico especial para
microorganismos halófilos (Vibrio spp...)
4. Skim Milk: Mejorada con líquido criogénico que contiene
leche desnatada, para microorganismos difíciles, que duraban
poco en las clásicas pero también válida para los microorganis-
mos generales
5. Campy: Mejorada con caldo criogénico específicamente des-
arrollado para Campylobacter/Helicobacter
6. Aquatica: Mejorada con líquido criogénico especial para los
microorganismos acuáticos, incluida Legionella

7. Anaeroteca: En este caso se trata de tubos con un medio
de conservación inédito especialmente diseñado para conserva-
ción sin congelar de anaerobios (Clostridium...).

Dada la gran diversidad del rango de CRIOTECA® con respecto
a la única ofrecida por otras marcas internacionales, numerosos
usuarios nos preguntan a menudo cuál es la ideal para los
microorganismos concretos que ellos usan, y nuestra respuesta
se atenía siempre a los criterios de validación bibliográfica de
los caldos utilizados.

Con este estudio pretendemos confirmar cuáles son las
mejores CRIOTECA® para cada cepa, comparando durante 3
años los resultados de recuperación cualitativa tras congelar a
–20 °C, la temperatura crítica de mantenimiento de cepas con-
geladas, por encima de la cual los microorganismos no resisten
ni siquiera un año.
Deseamos que tras este estudio, la respuesta a “¿qué ® uso
para esta cepa?” quede claramente contestada.

2. Método

Las instrucciones de uso de CRIOTECA® dicen claramente que
una vez inoculadas con el cultivo puro (colonia, caldo, liófilo,
lenteja, disco o lo que sea), deben congelarse a una tempera-
tura comprendida entre –20 y –60 °C.
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Sin embargo, hemos preferido estudiar la viabilidad de todos los micro-
organismos más usuales, a la temperatura más crítica, –20 °C, por
encima de la cual toda la bibliografía está de acuerdo en que las
cepas no se recuperan, por formación de cristales de hielo intra-
celulares. Cuanto más rápida y a más baja temperatura sea la
congelación, mucho más tiempo duran los microorganismos en
forma viable, de modo que este estudio no debe llevar a la
falsa conclusión de que las fechas concluidas son la fecha
máxima de caducidad de las CRIOTECA®, que todo usuario
habitual sabe que puede demorarse, a –80 °C, al menos hasta
incluso 11 años (por lo que sabemos del primer lote que fabrica-
mos, hace ya 11 años).

Hemos mantenido durante tres años cada cepa congelada a –20 °C en
todos los tipos de CRIOTECA® disponibles hasta la fecha (excepto
Anaeroteca, que por razones obvias queda fuera de la necesidad de este
estudio). Un día cada año, durante los tres años siguientes, se resembra-
ban todas en los medios de cultivo MICROKIT® adecuados para su ópti-
ma recuperación y se incubaban en las condiciones óptimas para su cre-
cimiento (en general, bacterias cuatro horas a 35 °C en BHI Broth para
revitalización y posterior aislamiento 48-72 horas a 35 °C en TSA-LPT-
Neutralizing Agar; hongos 18 horas a 25 °C en Sabouraud polimicolo-
gical Broth y posterior aislamiento 5 días a 25 °C en Potato Dextrose
Agar; en casos particulares como por ejemplo Legionella, caldo GVPC 24
horas a 25 °C y Agar GVPC una semana a 35 °C).

Las ufc obtenidas se confirmaban como pertenecientes a la
cepa inoculada, y no a posibles contaminaciones ambientales
durante la manipulación. No se contaban, ya que tras efectuar
enriquecimientos serían datos inútiles. Lo que sí se apuntaba
era el nivel de recuperación cualitativo visual:
NO: No recupera
SI: Recupera
SIII: Recupera con gran intensidad
SIIII: Recupera con máxima intensidad (incontables, spreadings,
desbordamientos de la placa...).

3. Datos

Nos remitimos a los resultados plasmados en la Tabla anexa a
este estudio.

Evidentemente, los microorganismos que se conservan viables
durante los tres años en una CRIOTECA® concreta, es probable
que sigan viables durante mucho más tiempo, pero necesitába-
mos resultados sin más demora y creemos suficientes tres años
para obtener conclusiones fiables.

4. Conclusiones de los resultados obtenidos
en los tres primeros años de comparación
(2004, 2005, 2006)
Recomendaciones de MICROKIT

Aunque estas conclusiones están sesgadas al mantenimiento en
las peores condiciones posibles (–20 °C) son útiles para todos los
laboratorios, ya que los que mantienen las CRIOTECA® a –60 °C
pueden también extrapolar que: si un microorganismo concre-
to a –20 °C se conserva viable un mínimo de 3 años en
CRIOTECA®-SKIM MILK pero solo 2 años en CRIOTECA®-
CLÁSICA, por ejemplo, entonces si a –60 °C se conserva viable,
por ejemplo, 6 años en CRIOTECA®-CLÁSICA cabe esperar que
se conserve un mínimo de 9 años en CRIOTECA®-SKIM MILK.

1. Primer puesto: Los resultados hablan por sí solos, a –20 °C,
la mayoría de cepas se conserva viable mucho mejor en
CRIOTECA®-SKIM MILK, y este dato de ser la que mejor recu-
pera, se repite durante los tres años seguidos.

2. Segundo puesto: La CRIOTECA®-YM es excelente también
para muchas bacterias, aunque se diseñó para hongos, compa-
rativamente es la segunda mejor (tras CRIOTECA®-SKIM MILK)
para la mayoría de cepas a los tres años.

3. Tercer puesto: Sin embargo y curiosamente, al primer año
recuperan mejor la mayoría de microorganismos en la
CRIOTECA®-CAMPY (como siempre, después de la CRIOTECA®-
SKIM MILK), aunque la recuperación comparativa merma con
más tiempo.

4. La CRIOTECA®-CLÁSICA, la más universalmente utilizada
(por ser la primera que diseñamos a raíz de la bibliografía, y por
ser la única que tienen los otros fabricantes de crioviales con
líquido criogénico), es sólo la tercera mejor en recuperar cepas
al tercer año, y la que menos cepas recupera comparativamen-
te al primer año, por lo que resulta poco adecuada para nume-
rosos microorganismos, como bien saben los usuarios de otras
marcas y de CRIOTECA®-CLÁSICA. De ahí que en la actualidad
existan tantos tipos de CRIOTECA®, diseñadas por MICROKIT®

gracias a la ayuda de sus mejores clientes.

Sin embargo, debe estudiarse el resultado final de la tabla para
cada microorganismo concreto, ya que hay ciertas excepciones
a esta generalización. Lo ideal es que cada laboratorio guarde
este estudio junto a los protocolos de su cepario, a fin de
elegir en cada momento la CRIOTECA® ideal para cada cepa.

Debemos llamar la atención sobre el hecho de que, en este estu-
dio a –20 °C, hay cepas para las que las CRIOTECA® diseñadas
para ellas (como Legionella pneumophila en CRIOTECA®-
AQUATICA) no se conservan viables, pero eso no permite extra-
polar que a –60 °C sean también ineficaces, como saben bien
todos sus usuarios que mantienen sus ceparios en las distintas
CRIOTECA® a temperaturas muy por debajo de –20 °C.

conservación de cepas microbianas

técnicas de LABORATORIO    1019 Nº 317 DICIEMBRE 2006

Figura 1. Fotografía de 4 de las 7 CRIOTECA®: Skim Milk (verde),

Aquatica (roja), Clásica (amarilla) y Campy (azul).
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