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RESUMEN: La criopreservacion tiene como principio mantener la viabilidad y la funcionabilidad celular a
temperaturas bajas, por lo que entender y aplicar adecuadamente la criopreservacién del material bioldgico es
fundamental en laboratorios y bancos de células. En el caso de los micoplasmas, el mantenimiento de cultivos
viables no es solo una cuestion operacional, sino que constituye un factor esencial en el buen desempefio del
trabajo en el laboratorio. Por tal motivo, este trabajo tuvo como objetivo evaluar la viabilidad de cepas de micoplamas
conservadas, por congelacion, en diferentes matrices y con varios agentes criopreservantes. Para el estudio se
utilizé un cultivo de 5,1x108UFC/ml de Mycoplasma hyorhinis (seleccionado como cepa tipo), el cual se inoculd
en matrices de cultivo celular y liquido ascitico. Ambos tipo de muestras se conservaron a -70°C y -20°C con o
sin el empleo de agentes criopreservantes; en este caso, 5% de glicerol y 2.5% de dimetilsulféxido. A los 3, 30,
60 y 90 dias poscongelacion se comprobd su viabilidad a través de la siembra en medio Hayflick liquido y sélido.
Como resultado se obtuvo que en las matrices congeladas a -20°C y -70°C y con criopreservantes, Mycoplasma
hyorhinis se mantuvo viable por un periodo de 90 dias, no asi en las matrices que no contenian criopreservantes:
el comportamiento fue variable en dependencia de la temperatura. Se concluye que la adicidn de agentes
criopreservantes (5% de glicerol 0 2.5% de dimetilsulféxido) preserva la viabilidad de los micoplasmas en las
matrices estudiadas durante la congelacién y el posterior almacenamiento; también la temperatura de -20°C puede
ser utilizada por aquellos laboratorios que carecen de equipamiento con -70°C para la conservacion de muestras
por un periodo de tres meses, tiempo disefiado para estudios interlaboratorios.
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Cryopreservation and storage of Mycoplasma spp.

ABSTRACT: Cryopreservation has as a principle to maintain cell viability and functionality at low temperatures;
thus, to understand and properly implement cryopreservation of biological material is essential in laboratories and
cell banks. In the case of mycoplasmas, maintenance of viable cultures is not only an operational issue, but also
an essential factor in the good performance of the laboratory work. Therefore, this study aimed to assess the
viability of mycoplasma strains preserved by freezing, in different matrices and several cryopreserving agents.
For the study, it was used a culture of Mycoplasma hyorhinis (selected as type strain) with 5,1x108UFC/ml, which
was inoculated into cell culture matrices and ascetic liquid. Both types of samples were stored at -70°C and -20°C
by using or not cryopreserving agents; in this case, 5% glycerol and 2.5% dimethylsulfoxide were used. At 3, 30,
60 and 90 days postfreezing, mycoplasma viability was checked by growing them in liquid and solid Hayflick’s
media. As a result, it was found that in the matrices frozen at -20°C and -70°C and cryopreserving, Mycoplasma
hyorhinis remained viable for 90 days, but not in the matrices containing no cryopreserving, where the behavior
was variable depending on the temperature. It was concluded that the addition of cryopreserving agents (5%
glycerol or 2.5% dimethylsulfoxide) preserved the viability of mycoplasmas in the matrices studied during freezing
and subsequent storage; also the temperature of -20°C can be used by those laboratories lacking equipment with -
70°C to store samples for three months, period of time designed for interlaboratory studies.
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INTRODUCCION

El diagndstico en los laboratorios microbiolégicos
esta sometido a varias fuentes de error; estas pueden
evitarse 0 noy en su conjunto determinan la calidad de
un ensayo (1). Un paso fundamental para el desarrollo
exitoso lo comprende la conservacion de muestras sin
que esto afecte su viabilidad cuando estas se cultivan
(2). Existen diferentes métodos que se utilizan en la
conservacion de un cultivo, entre los que se encuen-
tran la criopreservaciony la liofilizacién (3).

La criobiologia se refiere a entender los efectos de
las bajas temperaturas sobre los sistemas celulares,
donde el tiempo biolégico es una consecuencia de
reacciones bioquimicas y el frio prolonga este tiem-
po, ya que enlentece dichas reacciones (4). Sin em-
bargo, esto no es un proceso exento de problemas
porque puede inducir variaciones extremas en las pro-
piedades quimicas, térmicas y eléctricas que pue-
den alterar las membranas celulares, los organelos y
la delicada interaccion célula-célula inherente en las
células y tejidos a criopreservar (5). Es importante
mencionar que la criopreservacion tiene como objeti-
vo mantener la viabilidad y funcionabilidad celular a
temperaturas bajas (6).

Tanto las variaciones drasticas de temperatura como
la congelacion lenta resultan una pérdida significativa
de la viabilidad celular; ambos procesos conllevan a la
formacién de cristales de hielo que destruyen las célu-
las de forma masiva, por lo que es aconsejable utilizar
métodos de congelacion rapida o la adiccion de sustan-
cias criopreservantes o crioprotectoras (7). Estas son
sustancias hidrosolubles, de baja toxicidad, que dis-
minuyen el punto eutéctico de una solucion dada, lo
que implica que se alcance una concentracion deter-
minada de solutos a una temperatura menor, de forma
que la célula estara mas deshidratada y el gradiente
osmatico al que estara sometido sera menor (8).

Bioguimicamente es posible distinguir tres tipos
de criopreservantes: los alcoholes (metanol, etanol,
propanol, 1-2 propanediol y glicerol), aztcares (glu-
cosa, lactosa, sacarosa) y el dimetilsulfoxido. De
igual manera, pueden clasificarse en agentes pene-
trantes y no penetrantes de acuerdo a la permeabili-
dad celular (9).

La obtencion de un protocolo ideal para criopreservar
es dependiente del conocimiento de las propiedades
fisicoquimicas de la célulay el tejido, ya que este proce-
so estéa afectado por diferentes variables como especie,
tipo y estadio de la célula a congelar (3). Las células
tienen diferente tamafio y presentan distinta composi-
cién de solutos; en general, el éxito de la criopreservacion
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es inversamente correlacionado con la complejidad de
los sistemas biolégicos congelados (7).

En el caso de los micoplasmas, el mantenimiento
de los cultivos no es solo una cuestidn operacional,
sino que constituye un factor esencial en el buen
desempefio del trabajo de laboratorio (10). Estos
microorganismos presentan una fragilidad fisiolégica
extrema ante los cambios drasticos de temperatura,
pH y concentraciones idnicas del ambiente; por tanto,
su mantenimiento se hace dificil en comparacion con
otros grupos microbianos (11).

Dada laimportancia de disponer de cepas viables,
identificadas y caracterizadas que nos permita reali-
zar controles de calidad a los procedimientos de de-
teccion, aislamiento e identificacion que se realizan
en el laboratorio, ya sean con fines diagndsticos o con
fines investigativos (12), se hace necesario contar con
métodos sencillos y seguros que nos permitan mante-
ner viables los cultivos de micoplasmas por tiempos
cortos, a largo plazo o de forma indefinida. Por tal
motivo, el objetivo de este trabajo fue evaluar la viabili-
dad de cepas de micoplasmas conservadas por con-
gelacién en diferentes matrices, con distintos agentes
criopreservantes y a temperaturas inferiores a 0°C.

MATERIALESY METODOS

Cepatipo: se trabaj6 con un cultivo de Mycoplasma
hyorhinis (NCTC 10130) con una concentracién de 5,1x
108 UFC/ml. El criterio de seleccién de esta cepa se
baso en su capacidad de citoadsorcién a las células,
segun se refiere en la Farmacopea Europea (13).

Matrices: se utilizaron cultivos celulares y liquido
ascitico. Para su seleccion se tuvo en cuenta el pro-
grama de ensayos de aptitud que realiza MYCOLAB
(Laboratorio de Referencia de la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal para el diagnostico de la
micoplasmosis) y la representatividad de estas matri-
ces entre las muestras que se recepcionan en el labo-
ratorio (14). En el caso de los cultivos celulares repre-
sentan el 52.5% y el liquido ascitico el 4,02% de las
muestras que se analizan en un afio.

Para el cultivo celular se utilizé células VERO, li-
bres de micoplasmas, sembradas en frascos plasti-
cos de 25cm?. El medio de cultivo que se usé para el
crecimiento de las células fue Medio DMEM (SIGMA,
D-5648), libre de antibiotico y micoplasmas, al que se
le adiciond suero fetal bovino (SIGMA F 046) al 10%.
Cada frasco se sembrd con una concentracion de
4.5x10° células/ml en 10 ml del medio de cultivo. Las
células se incubaron a 37°C en atmésfera de 5% de
CO,. En el caso de la matriz de liquido ascitico se



utilizé la fraccién LAN-PBS pH 8, que es laque llega a
nuestro laboratorio.

Inoculacion de Mycoplasma hyorhinis: el pro-
cedimiento que se sigui6 aparece descrito por Masover
y Becker (15). La contaminacién de las matrices se
realizé con 0.5 ml de un cultivo de Mycoplasma
hyorhinis a una concentracion de 5.1 x 108 UFC/m;
posteriormente se incubaron a 37°C en atmosfera de
5% de CO,,.

La observacion diaria de las matrices se realiz6
durante 72 horasy, al término de este tiempo, se sem-
braron en Agar sangre para descartar posibles conta-
minaciones bacterianas y en medio Hayflick liquido y
sélido para comprobar la viabilidad de la cepa segun lo
describe Poveda (16). La confeccion del medio de cul-
tivo Hayflick y el Agar sangre se realiz6 como lo des-
cribe la Farmacopea Europea (13).

Criopreservantes: en el estudio se empleo glice-
rol y dimetilsulféxido (DMSO) en los por cientos referi-
dos por Avila-Portillo et al. (3).

Paneles de muestras:

Para el andlisis de las diferentes combinaciones
de matriz, criopreservante y temperatura de congela-
cion se elaboraron seis paneles de trabajo. Cada pa-
nel conté con cinco alicuotas en viales Eppendorf (1.5
ml), para evitar asi el deterioro de las muestras por las
sucesivas descongelaciones. Una vez que se le adi-
ciono el criopreservante, se homogenizé en vortex a
2800rpm, segun lo recomienda Avila-Portillo (3) y divi-
didas en partes iguales para ser conservadas a-20°C
y -70 °C. La constitucion de los paneles quedo de la
siguiente forma:

a) Cultivo celular VERO + 5% de glicerol
b) Cultivo celular VERO + 2.5% de DMSO
¢) Cultivo celular VERO sin criopreservante
d) Liquido ascitico + 5% de glicerol

e) Liquido ascitico + 2.5% de DMSO

f) Liquido ascitico sin criopreservante

Estudios de viabilidad: se llevaron a cabo ensa-
yos a distintos tiempos: 3, 30, 60 y 90 dias. En cada
tiempo, y por cada combinacion de matriz,
criopreservante y temperatura, se extrajo un vial. La
descongelacion se realizé a 37°C durante 30 minutos
(3); luego de homogeneizar los viales, se sembro 0.3
mL de la muestra en 2.7 ml de medio caldo Hayflick y
se incubo a 37°C por durante 21 dias. Al unisono se
sembro 0.1 ml de la muestra en medio sélido Hayflick;
la muestra se distribuy6 en la placa con una varilla de
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cristal en «L» estéril, incubando en condiciones de
microaerofilia (5% de CO,) y anaerobiosis (10% de CO,
y 90% de N,) a 37°C durante 21 dias. En todos los
casos se utilizaron controles internos negativos y po-
sitivos, segun lo describe Poveda (16).

Se evaluo el resultado de forma cualitativa median-
te el examen visual; los cambios de color y el pH en
los tubos se observaron cada 24 horas, mientras que
el crecimiento de colonias tipicas de micoplasmas en
las placas se visualizaron en el microscopio Optico
cada 48 horas, segun lo referido en Protocols
Mycoplasmas (17). En todos los casos, antes y des-
pués de la descongelacion se realiz6 el conteo de uni-
dades formadoras de colonias para comprobar el com-
portamiento de la viabilidad y el recobrado de la cepa
en estudio.

Analisis estadistico: el porcentaje de viabilidad se
calcul6 teniendo en cuenta las muestras viables del
total de muestras trabajadas. Se realizé una compara-
cion multiple de proporciones con el software estadis-
tico CompaProWin 2.0.s.

RESULTADOSY DISCUSION

El conocimiento de las caracteristicas del cultivo
es esencial en la eleccion del método de preservacion
del material bioldgico (18). La identidad del mismo pue-
de conocerse sobre la base de sus condiciones de
crecimiento en uno o mas medios especificos, tenien-
do en cuenta las propiedades macro y microscépicas
exhibidas, o sobre la base de una evaluacion mas ex-
haustiva con el empleo de ensayos bioquimicos, bio-
I6gicos, inmunolégicos y genéticos (2).

En el mantenimiento, tanto de las cepas bacterianas
como de matrices bioldgicas, es necesario garantizar
la pureza'y, por tanto, evitar que se produzcan conta-
minaciones con otros microorganismos durante el pro-
ceso de conservacion; de esta manera se garantiza la
confiabilidad del resultado (18). En nuestro caso, los
controles que se realizaron en Agar sangre fueron ne-
gativos en todos los pasos; esto evidencio que el 100%
de las matrices estaban solamente contaminadas por
micoplasmas y no por otro género bacteriano; resulta-
do que refuerza laimportancia de realizar los controles
internos intermedios en cada proceso para garantizar
la pureza de las matrices y los inéculos que se quie-
ran conservar (2).

Como es conocido, los métodos de mantenimiento
y conservacion varian en dependencia del material bio-
I6gico que se desee preservar (11). Entre estos sobre-
salen laliofilizacién y la crioconservacion, a diferentes
temperaturas con o sin agentes criopreservantes (ACP)
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(2), donde el glicerol y el DMSO son los que mas se
emplean (3). En tal sentido, existen varios procedimien-
tos descritos para el mantenimiento y la conservacién
de cepas de micoplasmas; sin embargo, no se tienen
referencias sobre la criopreservacién de matrices ino-
culadas con estos microorganismos (10).

En nuestro estudio, el mantenimiento y la conser-
vacion de las matrices con ACP, por un periodo de 90
dias a-20°Cy -70°C, no afectd la viabilidad de la cepa.
Este resultado no coincide con lo descrito por Lin y
Kleven (19), quienes observaron que la conservacion
de cepa F de Mycoplasma gallisepticum a -60°C y
-20°C en medio liquido con ACP (10% de glicerol y 8%
de dimetilsulfoxido) afecto su viabilidad. La diferencia
entre estos resultados puede explicarse, en primer lu-
gar, por los por cientos de utilizacion de los ACP, pues
se conoce que las concentraciones elevadas de estos
agentes afectan drasticamente la supervivencia de las
cepas por aumento de la osmolaridad del medio y, por
consiguiente, la produccion de un estrés osmotico sobre
las células (20).

Un segundo andlisis va dirigido al tipo de cepa que
se selecciond para estos estudios, pues algunos au-
tores refieren que la capacidad de cada cepa de reco-
brarse después de conservarlas con ACP depende de
otras caracteristicas individuales que aparentemente
son independientes (20; 21); de igual manera, la expo-
sicién a las tensiones en frio, osmética y otros puede
aumentar la supervivencia a los ciclos de congelacion-
descongelacion, presumiblemente debido a cambios
en los niveles de determinadas proteinas o a otros com-
ponentes celulares que brindan tolerancia a cada cepa
en particular (22).

Enla Tabla 1 aparece el porcentaje de viabilidad de
M. hyorhinis en las diferentes combinaciones de matri-
ces y ACP a -20°C. Como se puede apreciar en las
matrices donde no se utilizé ACP, la viabilidad de la
cepa disminuy6 rapidamente a partir del primer mes
de conservada y se obtuvo una recuperacion de 3,5 x
10°% UFC/mI. Estos resultados se corresponden con
los descritos por Amores et al. (23), quienes refieren
una reduccién considerable en la viabilidad de
micoplasmas luego de congelar las muestras de leche
por cuatro semanas a -20°C sin criopreservantes.

La posible explicacion a este comportamiento esta
dada por la produccion de la lesion celular crioinducida,
debido a la formacion de hielo intracelular y al estrés
osmadtico al que se ven sometidas las membranas ce-
lulares durante la congelacion (3). Durante este proce-
so el volumen se reduce con relacion al aumento de la
osmolaridad extracelular, pues a medida que la célula
pierde volumen por la pérdida de agua la compresion
del contenido citoplasmatico aumenta la resistencia
de la célula a seguir perdiendo volumen, y al exceder-
se laresistencia fisica de la membrana se produciran
cambios irreversibles en su permeabilidad, que afecta-
ran con esto la viabilidad del microorganismo (22).

Pese a considerarse la criopreservacién un método
muy eficaz, se debe tener en cuenta que durante este
proceso se producen fenémenos fisico-quimicos que
pueden afectar la viabilidad de las cepas, por lo que se
deben estabilizar los organoides para disminuir la po-
sibilidad de muerte celular. De ahi la importancia del
uso de crioprotectores para aumentar la resistencia de
las bacterias al estrés sometido; ademas, la selec-
cion de los mismos depende de la cepa a conservar
(3, 8).

TABLA 1. Porcentaje de viabilidad de Mycoplasma hyorhinis en las diferentes combinaciones de matrices y agentes
criopreservantes a -20°C./ Viability percentage of Mycoplasma hyorhinis in different combinations of matrices and

cryopreserving agents at -20°C.

Combinaciones

Tiempo de conservacion (dias)

8 30 60 90
Cultivo celular Vero + 5% de glicerol 1008 1002 100 @ 1002
Cultivo celular Vero + 2.5% de DMSO 1002 100% 1002 1002
Cultivo celular sin crioprotector 1002 802 60 ° 40°
Liguido ascitico + 5% de glicerol 1002 1002 1002 1002
Liquido ascitico + 2.5% de DM SO 100¢@ 100 ¢ 100 @ 100¢@
Liquido ascitico sin crioprotector 100 @ 802 60° 40"

Nota: Letras diferentes, en una misma columna, indica diferencia significativa (p<0,05)
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En tal sentido, no existe un agente criopreservante
universal, pues los ACP que pueden emplearse son
variados. Hay pocos trabajos que exploren el uso
adecuado de un criopreservante para una especie de
microorganismo en especifico; no obstante, numero-
sos datos provenientes de diversos laboratorios de-
muestran que los mas usados son el glicerol y el
dimetilsulféxido (24).

En nuestro caso, en las matrices donde se utilizd
5% de glicerol y 2,5% DMSO no se afectd la viabilidad
de la cepa ni se encontraron diferencias significativas
(p>0.01) entre las combinaciones de ACP y las matri-
ces. Estos resultados coinciden con los expuestos
por Amores et al. (25), quienes no hallaron diferencias
significativas (p>0,05) en la viabilidad de cepas de
micoplasmas cuando se usaron métodos de conser-
vacion con el empleo de ACP.

Conrelacion al titulo del inéculo, este se determin6
antes y después del periodo de almacenamiento. En
las matrices congeladas a -70°C y a -20°C con
criopreservantes, el titulo inicial del indculo tuvo poca
disminucién al finalizar el ensayo de 5.1 x 10%a 2,8 x
107 UFC/ml. Similar resultado obtuvo Cheng et al. (26)
durante el almacenamiento por ocho semanas a -30°C
de micoplasmas viables, encontrando poca o ninguna
reduccién en los titulos del in6culo.

Este comportamiento se explica debido a que los
ACP son moléculas que, en los por cientos adecua-
dos, mejoran la estabilidad de las cepas al reducir al
minimo el contenido de agua intracelular, evitar la
vitrificacién y proteger las macromoléculas en el am-
biente interno de la célula (20). Una vez que los
crioprotectores ingresan al citoplasma en favor del
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gradiente de concentracion, el fluido intracelular puede
ser superenfriado, sin que ocurra la formacién de cris-
tales de hielo, ya que estas sustancias disminuyen el
punto de congelacién por medio de la reduccién en la
interaccidn entre las moléculas de agua; a estos ran-
gos de temperaturas los cristales de hielo comienzan
aformarse en el medio externo (21).

Particularmente el glicerol se reporta como una de
los mejores ACP, pues sus caracteristicas moleculares
le permiten simular una vitrificacion alrededor de la
bacteria, lo que impide que la formacion de cristales
de hielo lesione las membranas citoplasmaticas (27).
El DMSO tiene la habilidad de prevenir acumulacion
excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el
proceso de congelamiento, asi como la formacion de
cristales de hielo que rompen la estructura de la mem-
brana (3), su bajo peso molecular permite la entrada
rapida a través de la membrana celular (9).

Como se menciona en aspectos anteriores, l0s ni-
veles de la viabilidad después de la congelacion pueden
variar de acuerdo con numerosos factores, entre los que
se incluyen la eficacia del agente crioprotector y las
propiedades de la cepay las matrices conservadas (20).
La Tabla 2 muestra el comportamiento de la viabilidad
de la cepa en las diferentes matrices cony sin ACP a -
70°C. Como se puede apreciar no hubo diferencia entre
las matrices de cultivo celular con y sin ACP, en rela-
cién con la sobrevivencia de M.hyorhinis.

Este comportamiento puede explicarse por el efec-
to matriz, ya que la membrana plasmatica de estas
células tiene una estructura organizada segun el mo-
delo de mosaico fluido, donde los lipidos (colesterol y
acidos grasos), como componentes mas abundantes

TABLA 2. Porcentaje de viabilidad de Mycoplasma hyorhinis frente a las diferentes combinaciones de matrices y
agentes criopreservantes a -70°C/ Viability percentage of Mycoplasma hyorhinis in different combinations of matrices

and cryopreserving agents at -70°C.

Combinaciones

Tiempo de conservacion (dias)

30 60
Cultivo celular Vero + 5% de glicerol 1002 1002 100 @ 1002
Cultivo celular Vero + 2.5% de DMSO 1002 1002 100 @ 1002
Cultivo celular sin crioprotector 1002 1002 100 @ 1002
Liquido ascitico + 5% de glicerol 1002 1002 100 @ 1002
Liquido ascitico + 2.5% de DMSO 1002 1002 1004 1008
Liquido ascitico sin crioprotector 1002 1002 802 802

Nota: Letras diferentes, en una misma columna, indica diferencia significativa (p<0,05)
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de la membrana plasmatica, determinan la fluidez y la
resistencia de la membrana durante los procesos de
criopreservacion (3), a esto se le une la capacidad de
citoadsorcion de M. hyorhinis a las células, lo que in-
fluye favorablemente en su viabilidad después de la
descongelacion.

Por otra parte, cuando se compara el por ciento de
supervivencia de M. hyohrinis a -20°C y -70°C en matri-
ces sin ACP, se observa una mayor viabilidad en aque-
llas conservadas a -70°C; esto se puede deber al feno-
meno de vitrificacion, pues a esta temperatura las célu-
las responden con la formacion de un solido amorfo, en
lugar de formar hielo intra y extracelular; la formacion
de este solido, que se conoce como vitreo, evita la
movilidad de las moléculas que provocan las reaccio-
nes metabolicas y con ello la muerte celular (28).

Los altos niveles de supervivencia de M. hyorhinis
en matrices con ACP obtenidos en nuestro trabajo
concuerdan con los descritos por Boonyayatra et al.
(29), quienes al adicionar ACP a muestras de leche
lograron recuperar especies de micoplasmas hasta un
0,4 log,/ UFC/ml. Aunque este resultado es importan-
te, tanto desde el punto de vista biofisico como practi-
o, es necesario sefialar que estos niveles de supervi-
vencia varian entre las diferentes especies y géneros
microbianos, por lo que el estudio de la estabilidad a la
congelacién es un paso obligado, en cada laboratorio,
para la conservacion de otras cepas bacterianas parti-
culares (28).

Los resultados demuestran que la adiciéon de 5%
de glicerol y 2,5% de DMSO en las diferentes matri-
ces estudiadas favorece la viabilidad de micoplasma a
temperaturas de congelacion, tanto de -20°C como de
-70°C, con niveles de recobrado aceptables. Esto brin-
dala posibilidad para aquellos laboratorios que no cuen-
tan con el equipamiento de conservacion a -70°C, de
conservar las matrices a -20°C y poder realizar estu-
dios interlaboratorios como parte de la evaluacion de
su desempefio en la deteccién de micoplasmas basa-
do en el método del cultivo microbiol6gico. A partir de
estos resultados se recomienda ampliar el estudio a
otras matrices y cepas de micoplasmas.
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