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TRABAJOS ORIGINALES DE LA FACULTAD 

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA 

CONSERVACION DE CEPAS BACTERIANAS POR 

CONGELACION SOBRE DISCOS DE CELULOSA 

A. Ceña, G. Alvarez de Cienfuegos y A. Rarnos-Corrncnzana 

RESUMEN 

Se estudia la conservación de cepas bacterianas pertenecientes a diferentes gé­

neros y especies, por congelación a 3 00C utilizando como soporte discos de papel 

de celulosa. Asírnismo se compruebe si esta técnica puede ser utilizada para la con­

servación de bacterias estructural y fisiologicamente diferentes entre sí o si por el 

contrario no es aconsejable para determinados tipos bacterianos. 

Los resultados obtenidos, muestran que la congelación de suspensiones bacte­
rianas sobre discos de celulosa, mantiene la viabilidad en condiciones suficiente­

mente satisfactorias para considerar que esta técnica es un procedimiento eficaz 

de conservación de cepas bacterianas. Debe resaltarse el hecho de que la recupera­
ción de las cepas no halo filas , tanto de Colección como de muestras clínicas, no 

requiere, en la mayoría de los casos de medios de enriquecimiento. 

SUMMARY 

The conservation of bacterial strains adscribed to different genus and species, 

by freezing at - 3 00C using disc paper of cellulose have been studied. It has also 

tested wether this technique can be utilized for maintenance of rnicroorganisms 
with structural and physiologic differences. 

The results show how the freezing of bacterial cultures on cellulose disc pa­

per, keep the bacterial viability in good conditions. This technique is a good way 

of mainteneance of bacterial strains. It is significative that for recuperation of 

non halophiles strains, no enrichment medium is required. 

INTRODUCCION 

Una de las técnicas más comunmente utilizadas en un laboratorio de Investiga­

ción, es conservar el material biológico con el que se trabaja. Según el tipo de tra-
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bajo que se realice, la conservación se hará para un periodo corto de tiempo o para 

un periodo indefmido, en el primer caso estamos ante lo que se denomina "mante­
nimiento" y solo en el segundo caso podemos hablar verdaderamente de "conser­

vación". 

La gran variedad de técnicas y métodos utilizados para el mantenimiento y 

conservación de microorganismos viene condicionado en gran parte por el periodo 

de tiempo previsto para su conservación y por las distintas propiedades biológicas 

de los microorganismos. 
Los tres fmes básicos de la conservación de un cultivo bacteriano son: mante­

nerlo viable, no contaminado y con sus caracteristicas biológicas inalteradas. Nin­
gún método garantiza de forma absoluta la completa estabilidad de las propieda­

des iniciales de los cultivos (1) por eso es conveniente seleccionar en cada caso el 
método más adecuado. 

Las técnicas más ampliamente utilizadas en la conservación de las cepas bacte­

rianas se basan en la reducción de la actividad metabólica mediante la aplicación 
de bajas temperaturas ( 2). 

En el presente trabajo, hemos estudiado la conservación de diferentes cepas 

bacterianas, pertenecientes a distintos géneros especies, por congelación a - 300C, 

utilizando como soporte discos de papel de celulosa. Asímismo hemos comproba­

do si la técnica seguida por nosotros puede ser utilizada para la conservación de 

bacterias estructural y fisiológicamente diferentes entre sí, o si por el contrario no 

es aconsejable para un determinado tipo bacteriano. 

MATERIAL Y METODOS 

Utilizamos 175 cepas bacterianas, de las cuales 20 pertenecen a la Colección de 
nuestro Departamento, 100 proceden de muestras de nasofaringe humanas y 55 
son bacterias halofIlas moderadas aisladas en las salinas de Santa Pola (Alicante) 

(Tabla 1). 
Las bacterias se siembran en los correspondientes medios líquidos para obte­

ner un buen crecimiento, CT para las cepas del género Myxococcus ( 3), MHL para 
las bacterias moderadas (4) y el medio TSB para las demás cepas ensayadas. Poste­

riormente, en un vial estéril que contiene discos de papel de celulosa Watman del 

número 4 de 0,5 cm de diametro, añadimos 4 mI del cultivo bacteriano, se agita 

vigorosamente durante 15 minutos para conseguir una buena impregnación de los 
discos. El cultivo sobrenadante se elimina con ayuda de una pipeta Pasteur. Los 

viales se introducen en un congelador a - 3 00C. 

Comprobación de la viabilidad de las cepas conservadas: Para estudiar la viabili­

dad de las cepas se hacen comprobaciones al cabo de 3 y 6 meses de haberlas so­

metido a congelación. Transcurrido el tiempo correspondiente, los discos congela­
dos se colocan en placas que contienen el medio adecuado para el desarrollo de la 

bacteria en cuestión (CTA para las cepas del género Myxococcus, MHS para las 
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TABLA í. Hicrorcani •• oa utilizados y .odio. de creciaiento. 

Kicroorcani •• oa 

CEPAS DE COLECCION 

HicrQcQCCl1n � 
MicrQcOCCtl8 .lYl.ü 
HictPCQCCUB � 
StlpbylosocclIn .a.d.w:i 
St .óljyl ococcun Aim.ul..&n.A: 
St.pbylococcus .A.w:mlA 

5tlpbylococc1Io Gpidemidl, 
st.phyloCDCC"S intomad!UI 
st.pbylgcgccu" n,QropbytiClIn 
b.s:J.l.l.wa magotar!um 

CitrQb.ctor � 
SalmoDoll. enteritidia 
� mareneon. 
Acinetob.ctgr C.lco.cotiQJft 
PacudgmgDI6 ttuoroncen,:, 
Hyxocgccun � MD-2 

MyxQcQccYI:� MD-4 

MUESTRAS CLINICAS 

lit de cepas 

8 
12 
h 
10 
4 

UACTERIAS HALOFILAS 

21 
.1 

11 
s 

lI.a.c1ll.llA • pp. 
Coryocblctcrium .pp. 

St.pbylococcJln .pp. 

HicrQCQCCl" '1'1'; 

StrcptocºCQ'O '1'1'. 

HfcrocpcC1I1 ap. 

pl.nocQcQII '1'1'. 

le4nctgblctor app. 
Alco11,000" '�p. 
ChrOl!lobacteri". '1'1'. 

hltarasQo, • • pp • 

. Playob.ctedum .pp. 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSlJ/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSlJ/TSA 

TSlJ/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

TSlJ/TSA 

TSB/TSA 

CT/CTA 

CT/CTA 

¡SB/TSA 

TSB/TSA 

TSB/tSA 

TSB/TSA 

TSB/TSA 

MHL/MH$ 

IIHL/.MHS 

MHL/MHS 

MHL/MHS 

MHL/MHS 

MHL/MHS 

MHL/MHS 

MHL/MHS 
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cepas holofIlas moderadas y TSA para las restantes bacterias), se incuban a 370C 

durante un máximo de 14 días. De no existir crecimiento se introducen los discos 

en el medio líquido adecuado. Se da como negativa la recuperación si pasados 7 

días no se aprecia crecimiento. 

Comprobación de la reducción de la viabilidad: Hemos analizado la eficacia de es­

te procedimiento de conservación de bacterias, mediante la comprobación del nú­

mero de unidades formadoras de colonias (UFC) antes y después de la conserva­

ción. Para esta comprobación se han escogido 18 cepas pertenecientes a la Colec­

ción de nuestro Departamento, siguiendo la técnica de la gota para el recuento de 

las UFC descrita por MILES y MISRA (5). 

RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en el estudio de la viabilidad de las diferentes cepas 

bacterianas ensayadas, conservadas en discos de celulosa por congelación a - 300C 
vienen indicados en la Tabla II. En ella se puede observar que el mantenimiento de 

la viabilidad es satisfactorio en el caso de las cepas pertenecientes a la Colección de 
nuestro Departamento y las procedentes de muestras clínicas humanas. La viabili­

dad de las bacterias halófIlas moderadas es menor. 

TABLA II 

Porcentaje de viabilidad bacteriana de las cepas conser-

vadas a - 30ºC en soporte de papel de celulosa. 

Bacterias 

Cepas de Colección 

Muestras Clínicas 

Halofilas Moderadas 

3 meses 

100 

�OO 

82 

6 meses 

95 

100 

64 

En las figuras 1,2, 3 y 4, representamos gráficamente la evolución de las UFC a 

lo largo del periodo de conservación en las 18 cepas de la colección de nuestro De­
partamento. Se ha elegido la representación en escala semilogaritrnica que refleja 

con mayor claridad la evolución de los resultados. 
En la Tabla III, se exponen los valores medios de las tasas de mortalidad co­

rrespondientes a cada uno de los intervalos de tiempo estudiado. La utilidad de es­

tos datos estriba en que al no ser acumulativos, nos permiten estudiar la cinética 
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12 24 

Tiempo semanas 

f' igura l. -- Evolución de la viabilidad con respecto al tiempo 

de HicrgcQccys llltfws (.l, HicrpcQccl1s lylae (o).y�-

csys varlans (o). 

o lL 
::J 
. 

" 

01 
O 
J 

lO 

12 24 

Tiempo en semanas 

figura 2.- Evolucion de la viabilidad con respecto al tiempo 

de Staphy1ococcJJS sci"ri (.). St.aphylococcys simulan:; (.),-

5taphylpcQCC,,5 "PRl!;)!§ (.), Stapbylocpcc!1S cpidcrmidis (o), -

Staphylococcus intermedius (").Y StaphylQcocc!!S saprophyti_ 

� (al. 
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12 2" 

Tiempo en semanas" 

figura 3. - Evolución de la viabilidad con respecto al tiempo 

de Bacil1\1' megaterium (eL Bocillu§ brevis <*t, PASUIlIR ma-

� ( . )  y 8.cillus firmys (o). 

u 
u. 
� 

. 
U 

O> 
O 
J 

12 2" 

Tiempo semenes 
Figura 4 - Evolución de la viabilidad con respecto al eiempo 

de Citrobacter freundi i (.), Salmondla ent.eritidis (*>. s..t.-

[[atia mars;es.cens (al, Acinet,obacter calcoaceticus ( .) y --

PseUdQmOlli fluQrescens (o). 
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de la mortalidad debida a este método de conservación. Los resultados son ido­

neos para aplicar el análisis estadístico que nos permita investigar las posibles dife­

rencias entre distintos grupos taxonómicos en cuanto a su capacidad de supervi­

vencia. 

TABLA lIl 
TASAS MEDIAS DE MORTALIDAD POR GRUPOS TAXONOMICOS. 

Intervalos en semanas 
Grupo 

. 
Taxonómico 

e -t 
o 1 

t -t 
1 12 t12-

t
24 

Cocos G + 0'404 + 0'356 0'068 + 0'040 0'024 + O 

Bacilos G + 0'460 ± 0'079 0'245 + O' 103 0'071 ± O 

Bacilos q 0'524 + 0'284 0'340 + O' 119 0'110 
+ 

- O 

Finalmente en la Tabla IV, se recojen los resultados trás aplicar el análisis esta­

dístico de las tasas medias de mortalidad al comparar estos valores entre los tres 

grupos estudiados y ver cuales de ellos se ven más afectados por la metodología 

aplicada. 

TABLA IV 

a 
ANALISIS ESTADISTICO DE LAS TASAS MEDIAS DE MORTALIDAD. 

Comparaciones 

Cocos G + � Bacilos G + 

Cocos G + � Bacilos G -

Bacilos G + � Bacilos G -

a.- Mediante la t de Student. 

N.S.- No significativo. 

Intervalos en semanas 

t -t o 1 

O' 323 

N.S. 

0'917 

N.S. 

0'474 

N.S. 

t 1 -t 12 t12-t24 

10'411 1'604 

0'0005 N.S. 

9'060 2 ' 06 5 

0'0005 O'OSO 

2'638 0'525 

0'025 N.S. 
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DlSCUSION 

Los resultados expuestos anteriormente muestra que la congelación de suspen­

siones bacterianas sobre discos de. celulosa mantiene la viabilidad bacteriana en 

condiciones suficientemente satisfactorias como para considerar que esta técnica 
es un procedimiento eficaz de conservación de cepas bacterianas. 

Nuestras experiencias cualitativas ponen de manifiesto que la recuperación de 

bacterias viables,en número y condiciones suficientes como para iniciar subculti­

vos en medios adecuados, es posible para la casi totalidad de las cepas ensayadas, 
con la notable excepción del grupo de bacterias halófIlas moderadas. 

Destacamos asímismo que este método se muestra efectivo incluso en la con­

servación de las cepas pertenecientes al género Myxococcus, cuyo mantenimiento 
no es fácil y que generalmente requiere engorrosas resiembras periódicas cada 4 
días. 

En cuanto a las 100 cepas de origen clínico incluídas en nuestro estudio, la 

homogeneidad de los datos se correlaciona sin duda con su propia homoneidad ta­

xonómica, ya que 80  de ellas son cocos Gram +, pertenecientes a los géneros Sta­

phylococcus, Micrococcus y Streptococcus. Estimamos que esto supone una base 

experimental suficiente como para afirmar que este método de congelación sobre 

papel de celulosa es eficaz en la conservación de cepas de cocos Gram + aerobios o 

facultativos, y por extensión, resulta útil para conservar cepas de origen clínico 

aisladas de infecciones nasofaríngeas. 

Las cepas halófIlas moderadas plantearon mayores dificultades en su recupera­
ción. A nivel puramente teórico, podemos apuntar la posibilidad de que influya la 

especial composición citoplasmática, consecuencia de la adaptación a medios con 

elevada concentración salina y que se refleja fundamentalmente en la presencia de 
altas molaridades de determinados componentes citoplasmáticos que actuan como 

solutos compatibles (6). Cabe la posibilidad de que el comportamiento del cito­

plasma a temperaturas muy inferiores a la de congelación del agua, se vea muy in­
fluenciado por la presencia de estos solutos compatibles. Por otra parte, cabría 

considerar que la propia composición del medio de cultivo en que se congelan las 

bacterias, con su alta osmolaridad salina, juegue algún papel en la disminución de 

la viabilidad de las cepas congeladas. 

Los resultados obtenidos en el estudio de la reducción de la viabilidad mues­

tran que existe una pérdida de la viabilidad cuantitativamente importante en casi 
todas las cepas ensayadas. Las menores reducciones las presentaron algunos de los 

cocos Gram +ensayados. No obstante, nuestros datos no nos permiten generalizar, 

ya que si bien las tasas de mortalidad calculadas después de una semana de conser­

vación, dan valores medios de 0,404 para los cocos Gram +, 0,460 para los bacilos 

Gram -, estas diferencias sometidas al análisis estadístico no resultan significativas 
a un nivel de confianza del 95 por ciento. Cuando se realizan las medidas a los tres 

meses de congelación, los porcentajes de reducción se acentuan en todas las mues-
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tras. Si aplicamos el análisis estadístico, advertimos que los cocos Gram + sufren al 

cabo de este tiempo reducciones significativamente menores que cualquiera de los 

otros dos grupos bacterianos estudiados. Ello se debe a que las tasas de mortalidad 

entre la primera medida y la segunda dan unas medias de 0,068 para los cocos 

Gram + , 0,245 para los bacilos Gram + y 0,340 para los bacilos Gram-; siendo 

significativas las diferencias entre cocos Gram + y bacilos Gram + (nivel de con­

fianza superior al 99,9 por ciento) y entre cocos Gram + y bacilos Gram- (nivel 

de confianza similar al anterior) (Tabla IV), no siendo así entre ambos grupos de 
bacilos. 

Estas diferencias se conservan en los porcentajes de reducción encontrados 6 

meses después de la congelación; no obstante, examinando las tasas de mortalidad 

correspondientes, encontramos que no existen diferencias significativas entre baci­
los Gram + y cocos Gram +, ni entre bacilo Gram +y Gram-, sí las hay entre co­
cos Gram +y bacilos Gram- ya que estos últimos presentan también en este inter­

valo una mortalidad alta (Tabla N). 
En líneas generales podemos afmnar que nuestros resultados concuerdan con el 

hecho bien conocido de que las fonnas cocaceas son más resistentes a los agentes 

físicos que las bacilares (7). 

Finalizamos señalando que, a nuestro juicio, el método de conservación de bac­

terias por congelación sobre discos de celulosa se ha mostrado adecuado para el 

mantenimiento de cepas de diverso origen y situación taxonómica presentando 

además las ventajas de no requerir técnicas ni medios especiahnente costosos o 

sofisticados. 
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