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ARTICULO CIENTIiFICO

Ligia Denise Torres Higuera', Diego Ortiz
Ortega?, José Luis Rodriguez Bautista®,
Rocio Esperanza Patifio Burbano*

Comparison of three methods for the
cryopreservation of Leptospira strains
in Liquid Nitrogen

ABSTRACT

Traditional methods for preservation of
bacteria belonging to the genus Leptospira,

by frequent passages in culture media,

are expensive, time consuming and may
cause losses in genetic characteristics

of the strains. In the present study a
cryoprotective technique in liquid nitrogen
was standardized for six serovars of
Leptospira (Pomona, Hardjoprajitno, Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa and
Bratislava), by using as agent cryopreservative
a 2% Dimethyl Sulfoxide (final concentration)
solution in a 1°C/min rate of cooling, which
was compared with 0.2% and 10% glycerol
solutions (final concentrations). All three
cryopreservative methods were evaluated by
the determination of the bacterial viability pre
and post freezing. In 0, 30, 90, 180, 270 and
360 days bacterial counting was done using

a counting chamber. Analysis of variance
(ANOVA) and the Bonferroni method

were used for the analysis of the results. A
final concentration of 10% Glycerol in the
cryopreservative reduced the viability of the
serovars. The liquid nitrogen cryopreservation
technique either with 2% Dimethyl Sulfoxide
or 0.2% (final concentrations) glycerol,
allowed the successful preservation of all

six serovars of Leptospira during a year.

The cryopreservative method ensured the
conservation of the bacterial viability and
was less expensive and less time consuming.
Additionally, this method is a better method
of long term conservation when compared
with the traditional maintenance by serial
subcultivation.

Keywords: Bacteria, glycerol, deep freezing,
viability, chamber.
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Comparacion de tres tratamientos para la
crioconservacion de serovares de Leptospira en
nitrogeno liquido

RESUMEN

La preservacion de bacterias pertenecientes al género Leptospira por métodos tradicio-
nales -repiques frecuentes del cultivo- es costosa, dispendiosa y puede generar pérdi-
das de las caracteristicas genéticas del cultivo. En el presente estudio se estandarizd
una técnica de crioconservacion en nitrégeno liquido para seis serovares de Leptospira
-Pomona, Hardjoprajitno, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa y Bratislava-,
usando como agente crioprotector el dimetil sulféxido (DMSO) a una concentracion
final de 2% y una tasa de enfriamiento de 1°C/min y se compard con el uso de glicerol
a concentraciones finales de 0,2% y 10%. Los tres métodos se evaluaron mediante la
determinacion de la viabilidad bacteriana antes y después de la congelacién (a 0, 30,
90, 180, 270 y 360 dias) por recuento bacteriano en camara. Los datos se sometieron a
analisis de varianza y comparacion por parejas usando la prueba de Bonferroni. La pre-
sencia de glicerol al 10% (concentracién final) en el medio crioconservante disminuyé
la viabilidad de los serovares. La técnica de criopreservacion en nitrégeno liquido con
DMSO al 2% y glicerol al 0,2% (concentraciones finales) permiti6 la exitosa conserva-
cién de los seis serovares de Leptospira. El método de criopreservacion aseguré una alta
viabilidad, lo que disminuy¢ costos y tiempo en su ejecucion y demostré ser un mejor
método de conservacion a largo plazo en relacion con el mantenimiento tradicional por

subcultivos periddicos.

Palabras clave: bacterias, glicerol, ultracongelacién, viabilidad, camara.

INTRODUCCION

CORPOICA, en las instalaciones del
Centro de Investigacion Ceisa, tiene a su
cargo el mantenimiento y conservacién
del subsistema Banco de Germoplasma
de Microorganismos de Interés en Salud
Animal Bacterias y Virus BGMSA-BV,
el cual cuenta entre otros microorga-
nismos con el cepario de Leptospira. La
conservacion de estos serovares requiere,
para su mantenimiento, pases seriados
en medios de cultivo, incluyendo varias
réplicas por cepa, en cortos periodos de
tiempo (Myers, 1985; Levett, 2003; Bharti
et al., 2003). Los subcultivos seriados
de un gran nimero de cepas presentan
entre otros inconvenientes el riesgo de
contaminacién cruzada entre los diferen-
tes cultivos o pérdida de la viabilidad de
la cepa; por lo tanto, con el fin de evitar
su pérdida ya sea por contaminacién o
deshidratacién del cultivo es necesario
verificar periddicamente cada serovar
(Levett, 2001; Bomfim et al., 2007 y OIE,
2008). Este sistema de conservacion es
el que tradicionalmente se ha utilizado
en Colombia; sin embargo, es un méto-
do costoso, dispendioso, que demanda
tiempo y puede ocasionar pérdida de la

cepa por contaminacién o alteraciéon de
sus caracteristicas genéticas (Coghlan,
1967). La adecuada conservacion de los
microorganismos implica mantener la
cepa viva, en estado puro y genética-
mente estable (Shung-Chang Jong, 1989;
Bajaj, 1995).

Investigaciones realizadas por Linscott
y Boack (1960) y Coghlan (1967) demues-
tran que a pesar de haberse logrado pre-
servar leptospiras a bajas temperaturas
(-70°C) utilizando como crioprotector el
glicerol, se afect6 la viabilidad de los
microorganismos. Sin embargo, varios
investigadores (Stalheim, 1971; Alexan-
der et al., 1972; Palit et al., 1986 y Reed et
al., 2000) crioconservaron leptospiras en
nitrégeno liquido (-196°C), por un largo
periodo, manteniendo la viabilidad y las
caracteristicas genéticas de estos micro-
organismos.

El objetivo principal de este trabajo
fue estandarizar una metodologia para
la adecuada conservacion en nitrégeno
liquido de serovares de Leptospira per-
tenecientes al Banco de Germoplasma
de Microorganismos de Interés en Salud
Animal Bacterias y Virus (BGMSA-BV),
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como sistema de conservacién a largo
plazo. Asi mismo, se evalu6 el efec-
to crioprotector de dos concentraciones
finales de glicerol (0,2% y 10%) y una
de DMSO (2%), mediante el recuento en
camara Kova Glasstic® (Hycor Biome-
dical Inc, Estados unidos), de leptospi-
ras moéviles por microscopia de campo
oscuro, estableciendo la concentracion
de leptospiras antes y después de la con-
gelacion en nitrégeno liquido, durante
un ano de seguimiento.

MATERIALES Y METODOS
Serovares

Para la evaluacién cuantitativa de la
viabilidad de los microorganismos después
de diferentes periodos de conservacion
en nitréogeno liquido, se utilizaron seis
serovares de Leptospira pertenecientes al
BGMSA-BV. Losserovaresutilizados fueron:
Pomona (Lep 025), Hardjoprajitno (Lep 016),
Canicola (Lep 009), Icterohaemorrhagiae
(Lep 018), Grypothyphosa (Lep 014),
Bratislava (Lep007).

Cultivos bacterianos

Los serovares de Lepstospira se inocularon
en 35 mL de medio liquido EMJH Difco
Bacto™ (New Jersey, USA) (Meiwan,
2007) y se incubaron de 7 a 9 dias a una
temperatura de 30°C, en oscuridad y agi-
tacion continua (150 rpm) hasta obtener
una concentracion de por lo menos 10°
cel/mL (Faine et al., 1999). Un numero
alto de células en precongelacién garan-
tiza un mayor porcentaje de recupera-
cién (Heckly, 1978). Cultivos jovenes,
activamente moviles, con la concentra-
cién anterior se consideraron adecuados
para ser crioconservados. La pureza de
cada cultivo se establecié sobre caldo
de infusién de cerebro y corazoén (brain
heart infusion —-BHI), agar triptosa, agar
sangre y agar saboureaud.

Recuento de leptospiras en camara

La concentracién de leptospiras en los
cultivos, antes y después de la conge-
laciéon en nitrégeno liquido se estable-
ci6 mediante recuento por microscopia
de campo oscuro, usando la camara de
recuento Kova Glasstic® (Hycor Biome-
dical Inc, Estados unidos) (Gallego, 2001).
Los cultivos de leptospiras de 7 a 10 dias

de crecimiento se colocaron a 4°C durante
12 horas con el fin de disminuir el movi-
miento activo y facilitar el conteo (Turner,
1970). Al cabo de este tiempo se estableci6
la dilucién hasta obtener de 20 a 30 leptos-
piras por campo, se contaron 10 campos y
se aplicd la siguiente férmula:

Células contadas

Cel/ml=

= -x 90 (factor de multplicacidn)  Dilucidn x 1006
Campos observados (10)

Técnica de congelacion

Cada cultivo con un recuento de por lo
menos 108 cel/mL se mezclé con DMSO
estéril (Sigma Aldrich St. Louis USA)
para una concentracion final de 2%, y
con glicerol (Sigma Aldrich St. Louis
USA) en cantidad suficiente para con-
centraciones de 0,2% y de 10%. De cada
mezcla, se dispensdé 1 mL en crioviales
de 2 mL (20 viales por cada concentra-
cion de crioconservante). Las mezclas se
dejaron a temperatura ambiente durante
30 minutos (Simione, 1998), al cabo de
los cuales se congelaron gradualmente
a -70°C durante cuatro horas en iso-
propanol puro, utilizando el recipiente
para congelacion (Nalgene Nunc Inter-
national Corporation New Jersey USA),
sistema que permite obtener un ritmo
de congelacion controlado de 1°C/min;
finalmente se transfirieron a los tanques
de nitrégeno liquido a -196°C.

Prueba de viabilidad

De cada cepa se extrajeron del tanque de
nitrégeno tres viales por cada concen-
tracién de crioprotector y se sometieron
a descongelamiento rapido a 37°C en
bafio de agua con agitaciéon. De cada
vial descongelado se colocaron rapi-
damente 0,5 mL en 4,5 mL de medio
EMJH para minimizar la exposicion al
agente crioprotector, sin necesidad de
hacer diluciones (Simione, 1998). Los
medios con cada cepa se incubaron a
30°C de 1 a 3 semanas. La concentracién
de leptospiras viables se determiné por
conteo microscopico en camara, antes y
luego sobre los cultivos crioconservados
a intervalos de 30, 90, 180, 270 y 360 dias;
s6lo se contaron organismos moviles
(Alexander et al., 1972).

Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos sobre la viabili-
dad de los serovares de Leptospira duran-
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te un ano de seguimiento con los tres
tratamientos (DMSO al 2%, glicerol al
0,2% y glicerol al 10% como concentra-
ciones finales) se sometieron a analisis
de varianza (ANOVA) y se les realiz6 la
comparaciéon por parejas utilizando la
prueba de Bonferroni mediante el paque-
te estadistico XLSTAT®.

RESULTADOS

Los resultados demostraron que con el
uso de DMSO al 2% como crioprotector,
después de un afo en crioconservacion,
se mantuvo la viabilidad de los seis
serovares de Leptospira incluidos en el
estudio. El glicerol a una concentracién
de 0,2%, mantuvo la viabilidad de cinco
de los serovares utilizados; el serovar
Bratislava presenté un menor porcentaje
de viabilidad cuando se usé el glicerol
a esta concentraciéon, comportamiento
diferente al resto de los serovares eva-
luados. El menor porcentaje de viabili-
dad se observd en términos generales
cuando se usé como crioprotector el
glicerol a una concentracion final del
10%, con una viabilidad cercana al 55%.
En la figura 1 se observa porcentaje de
recuperacion de cada serovar después
del proceso de congelacion, utilizando
los tres tratamientos (DMSO al 2%, gli-
cerol al 0,2% y glicerol al 10%).

Al comparar los tratamientos utiliza-
dos en este estudio (DMSO al 2%, glice-
rol al 0,2% y glicerol al 10%) por recuento
en cdmara de leptospiras, después de un
ano de seguimiento, se encontr6 dife-
rencia significativa (p < 0,001) entre el
DMSO a una concentracién del 2% y gli-
cerol al 10%. Entre el DMSO y el glicerol
al 0,2% no se encontrd diferencia signi-
ficativa (p > 0,05); sin embargo, como se
puede apreciar en la tabla 1 y figura 2,
el DMSO es el tratamiento que mostrd
mejores porcentajes de supervivencia de
estos microorganismos.

DISCUSION

En el presente estudio se describe un
método simple para la conservacion a
largo plazo de serovares de Leptospira.
Los resultados encontrados confirman los
obtenidos por Stalheim (1971) y Palit y
colaboradores (1986), quienes reportaron
que las leptospiras pueden ser crioconser-
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Figura 1. Porcentaje de viabilidad obtenido de seis serovares de Leptospira, utilizando como
crioprotectores DMSO al 2%, glicerol al 0,2% y al 10% como concentracion final

Tabla 1. Recuento de leptospiras antes y después de la congelacion en nitrégeno liquido utilizando
dimetil sulfoxido al 2%, glicerol al 0,2% vy al 10%, al final de un afio de seguimiento

c Recuento Recuento poscongelacion/mL 360 dias
epa L.
P precongelacién/mL DMSO 2% Glicerol 0,2% | Glicerol 10%
Pomona 9,405 x 108 7,74 x 108 6,57 x 108 45x108
Hardjoprajitno 9,90 x 108 6,75 x 108 749 x 108 2,40 x 108
Canicola 8,6 x 108 7,5x108 3,8x108 1,8 x108
Icterohaemorrhagiae 1,3x10° 8,5x 108 6,9 x 108 48x108
Grippotyphosa 1,15 x10° 8,9x 108 5,8 x 108 46 x108
Bratislava 9,3x108 48 x108 9,2 x 107 2,0x 108
12
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Figura 2. Efecto de los tres tratamientos (DMSO al 2%, glicerol al 0,2% y al 10%) sobre la
viabilidad de seis serovares de Leptospira durante un afio de seguimiento

vadas exitosamente por largos periodos
de tiempo en nitrégeno liquido, usando
como agente crioprotector DMSO en bajas
concentraciones. El método se pudo apli-
car a las seis cepas del estudio con resulta-
dos satisfactorios en cuanto al porcentaje
de recuperacién del microorganismo des-
pués de un ano de seguimiento.

En este estudio se decidi6 probar como
crioprotectores para la conservacién de
cepas de Leptospira el DMSO al 2% y el
glicerol al 0,2% y al 10% (concentraciones
finales) por dos razones principalmente:
en primer lugar porque de acuerdo con
Hubaleck (2003) son los dos agentes crio-
protectores que han demostrado tener
mayor éxito en la crioconservacion de
microorganismos (bacterias, virus, hon-
gos, algas y protozoos); en segundo lugar,
para verificar los resultados obtenidos
por Palit en 1986, quien encontr6é que el
DMSO al 2% era menos téxico que el gli-
cerol aun en concentraciones tan peque-
fias como 0,2%.

Los resultados encontrados demostra-
ron que el DMSO al 2% y el glicerol
al 0,2% tuvieron un efecto crioprotector
similar y que en términos generales el
DMSO permitié un mayor porcentaje de
recuperacion posterior a la crioconser-
vacién en cinco de los seis serovares
estudiados. Los resultados mencionados
se debieron posiblemente a que el DMSO
por ser un poderoso solvente tiene mayor
capacidad de penetraciéon pasando rapi-
damente a través de la membrana celular,
ejerciendo su efecto crioprotector intrace-
lular y extracelularmente, disminuyendo
el efecto adverso que produce la concen-
tracion de solutos (Shung-Chang Jong,
1989). Otro factor que se controlé fue
permitir un periodo de equilibrio entre
la suspension celular y el crioprotector,
con el fin de permitir que éste penetre en
el interior de la célula por un periodo no
mayor de 30 minutos para evitar efectos
téxicos del crioprotector (Hubaleck, 2003).
Finalmente, porque al buscar la concen-
tracion Optima, se pretendié minimizar
el potencial efecto toxico que todo agente
crioprotector ejerce sobre las células en
altas concentraciones (Fahy, 1986).

Debido a que estudios preliminares
indicaron que el congelamiento rapido
colocando las cepas directamente en
nitrégeno liquido no fue satisfactorio en
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la conservaciéon de cepas de Leptospira
(Linscott y Boack, 1960; Stalheim, 1971 y
Reed et al., 2000), en este ensayo se utili-
z6 un congelamiento lento y controlado
(1°C/min). Este método de congelacion
ha mostrado resultados exitosos en la
recuperacién y viabilidad de la mayoria
de los sistemas bioldgicos donde ha sido
aplicado (Mazur, 1970), incluyendo la
recuperacion de serovares de Leptospira.

El congelamiento lento aumenta la des-
hidratacién celular, impide la formacién
de cristales de hielo intracelular -que pue-
den provocar graves dafios en la membra-
na celular- e incrementa la concentracién
de solutos en el espacio intracelular. Para
retrasar el congelamiento intracelular y
minimizar el efecto de los solutos se usa
el DMSQO, el cual tiene gran capacidad de
penetracion celular (Simione, 1998). Es
importante tener en cuenta que la tasa de
congelacion depende del volumen de la
suspension celular en el vial; la cantidad
suficiente para la preservaciéon de una
cepa bacteriana es de 0,5 a 1 mL en 99%
de los casos (Donev, 2002), razén por la
cual se almacend 1,0 mL de cultivo, para
asegurar que el proceso de congelacion
fuese uniforme.

Estudios recientes han demostrado
que un congelamiento excesivamente
rapido (vitrificaciéon) permite un alto
porcentaje de recuperacion de la viabili-
dad de varios sistemas bioldgicos, simi-
lar al obtenido con un congelamiento
lento y controlado (Dumont et al., 2004).
Teniendo en cuenta que este tipo de
estudios no se han realizado con cepas
de Leptospira, seria interesante llevarlos
a cabo. En general, los mejores resulta-
dos en la supervivencia y recuperacion
de muchos cultivos de bacterias se han
obtenido usando congelamiento lento y
descongelamiento rapido (37°C) (Shung-
Chang Jong, 1989). Los resultados obte-
nidos en este trabajo concuerdan con los
de Reed y colaboradores (2000), quienes
encontraron que las dptimas condicio-
nes de criopreservacion se consiguieron
con un congelamiento lento y utilizan-
do glicerol o DMSO en concentraciones
menores al 5%.

Las muestras se almacenaron en la fase
liquida del tanque de nitrégeno (-196°C),
puesto que a mas baja temperatura, mayor
es el tiempo que pueden durar almacena-

das; ademas, la estabilidad de las células
congeladas no se puede asegurar a menos
que el material sea mantenido por debajo
de los -130°C (Mazur, 1984).

Aunque el efecto de la edad de los
cultivos sobre la viabilidad de las cepas
de Leptospira durante el proceso de crio-
preservacién no fue determinado, la edad
de los cultivos utilizados en este estudio
fue de 7 a 9 dias. En cultivos de més edad
(final de la fase logaritmica y comienzos
de la fase estacionaria) la lisis celular
puede aumentar debido a la actividad
de las lipasas generadas durante el creci-
miento, las cuales pueden generar lipidos
toxicos (Faine et al., 1999).

Otro factor critico que se incluydé en
este estudio fue la concentracién celular.
Las seis cepas de este estudio se con-
gelaron con un recuento inicial de 10°
cel /mL, ya que generalmente a mayor
numero de células presentes antes de
la congelacién, mayor sera el porcentaje
de recuperacion. Para la mayoria de las
bacterias una concentraciéon aproximada
entre 107y 10° cel/mL es suficiente para
una adecuada recuperacién (Simione,
1998). En resumen, para este estudio, se
consideraron aptos para crioconservar
en nitrégeno liquido cultivos jovenes de
Leptospira, activamente moviles con una
concentraciéon de 10° cel/mL.

CONCLUSIONES

El propésito de este trabajo fue estanda-
rizar una técnica sencilla y eficaz para la
conservacion a largo plazo de serovares
de Leptospira, que permita el manteni-
miento de la viabilidad y pureza de estas
cepas, asi como la preservacion de sus
caracteristicas genéticas.

Los resultados de viabilidad obtenidos
en este estudio, mediante la estandariza-
ciéon de conteo de poblacion en camara
Kova Glasstic® (Hubaleck, 2003) mues-
tran que esta técnica de crioconservacién
usando DMSO en bajas concentraciones
es un método confiable en la conserva-
cién de estas cepas, lo cual sugiere que
podria ser aplicable a todos los serova-
res de Leptospira capaces de crecer en
condiciones de laboratorio.

Este método de crioconservacién con
DMSO permite solucionar el problema del
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mantenimiento tradicional de los ceparios
de Leptospira, el cual se hace rutinariamen-
te por pases seriados, labor bastante dis-
pendiosa y costosa debido al gran niimero
de serovares existentes y al alto costo de
los medios de cultivo. De acuerdo con
los resultados obtenidos, este método de
crioconservacién puede ser aplicado en
cualquier laboratorio que maneje este tipo
microorganismos exigentes en su conser-
vacion y servir de modelo para la criocon-
servacion de otras colecciones.
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