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INTRODUCCION

Uno de los métodos de eleccion frecuentemente empleados para la conservacion y
manutencion de colecciones de microorganismos es la criopreservacion a -80 °C ya
gue permite conservar microorganismos de interés, cumpliendo los requisitos de
viabilidad, pureza, homogeneidad y estabilidad genética durante largos periodos de
tiempo (Garcia y col, 2000). En cuanto a la estabilidad genética, si bien es una
propiedad necesaria para garantizar determinados estudios post-conservacion, el
cumplimiento de este objetivo puede presentar dificultades debido a que, durante el
almacenamiento, el conservado esti expuesto a alteraciones genotipicas que pueden
resultar en cambios en la actividad fisioldgica, es decir, en la expresion fenotipica
(Floccari, 1998). Un ejemplo de ello es la modificacion del perfil de susceptibilidad a
antibioticos que pueden presentar algunos microorganismos luego de largos periodos
de conservacion.

Dentro de la familia Enterobacteriaceae, la especie Escherichia coli (E.coli) es el
patdbgeno mas comun en infecciones bacterianas en todo el mundo y es el causante de
alrededor de un 80 % de las infecciones urinarias (Auer y col, 2010). Aquellos
microorganismos, como E. coli, que causan las infecciones mas frecuentes tienen una
sensibilidad a los antibiéticos variable y muchas veces impredecible, es por esto que
deben realizarse estudios que permitan evaluar la sensibilidad a distintos antibioticos.
Existen métodos in vitro cualitativos, como por ejemplo los ensayos de difusion en
disco, que permiten clasificar a los microorganismos en sensibles, intermedios o
resistentes (Livermore, 2009).

OBJETIVOS

Evaluar la estabilidad de los perfiles de susceptibilidad a antibiéticos en aislamientos
de Escherichia coli luego de un periodo de crioconservacion de 6 afios a -80 °C.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico.
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Aislamientos de E. coli recolectados a partir de urocultivos durante el mes de julio del
afo 2010. Los aislamientos provenian de muestras clinicas de pacientes ambulatorios
e internados en dos centros de la ciudad de Santa Fe: el Hospital de Nifios “Orlando
Alassia” y la Red de laboratorios ambulatorios de la ciudad de Santa Fe — Interlab.
A todos los aislamientos se les determiné el perfil de susceptibilidad en el afio 2010,
como parte del trabajo de investigacion de una tesina de grado (Joris, 2015). Luego de
este estudio, los mismos fueron conservados en ultrafreezer a -80 °C en caldo tripteina
soya (CTS) en glicerol al 10%.
Reactivacion de los conservados.
Los aislamientos fueron reactivados (previo descongelamiento a temperatura
ambiente), tomando una ansada del criotubo y realizando la técnica de 5 estrias sobre
una placa de agar tripteina soya (ATS). Luego se incubaron a 37 °C durante 24 horas
hasta crecimiento visible de las colonias. Se realiz6 tincion de Gram y observacion
microscopica de los aislamientos para corroborar su pureza.
Determinacion cualitativa de la resistencia de los microorganismos.
La sensibilidad a los distintos antibiticos ensayados se determind por el método de
difusion con disco en medio sdlido (o antibiograma) siguiendo las recomendaciones
del CLSI (“Clinical and Laboratory Standards Institute”) (CLSI, 2010).
A partir de un cultivo de 16-18 h de incubacion se realiz6 una suspension de cada uno
de los aislamientos, en solucion fisiologica (NaCl 0,85 % v/v) de turbidez comparable
con el patron 0,5 de la escala de Mc Farland. Con hisopos estériles embebidos en
cada suspension, se inocularon placas de Petri con 25 ml de agar Mueller-Hinton. En
cada placa se colocaron 6 monodiscos de antibidticos y se incubaron durante 24 hs a
37 °C. Los didmetros de los halos de inhibicion fueron medidos y comparados con
tablas estandares, informandose la categoria de susceptibilidad a la que pertenece el
microorganismo: sensible (S) o resistente (R).
Para la determinacion de la sensibilidad cualitativa se utiliz6 como cepa estandar
Escherichia coli ATCC 25922.
Las interpretaciones de los diametros de los halos generados por los distintos
antibioticos fueron comparadas con aquellas realizadas previamente a la conservaciéon
de los aislamientos (Tavano, 2012).
Agentes antimicrobianos.
Se emplearon los siguientes discos de antibidticos de la marca Britania (Argentina):

¢ Aminoglucdsidos: gentamicina (GEN) 10 ug;

¢ Antifolatos: trimetoprima/sulfametoxasol (TMS) 1,25 ug;

¢ Quinolonas: ciprofloxacina (CIP) 5 ug;

e [B-lactamicos: ampicilina (AMP) 10 ug; ampicilina sulbactam (AMS) 10 ug;

cefotaxima (CTX) 30 pg.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudiaron 31 aislamientos de E. coli que fueron recolectados a partir de urocultivos
durante el mes de julio del afio 2010.

Las interpretaciones de los diametros de los halos de inhibicién obtenidos luego de la
reactivaciéon para los distintos antibiéticos ensayados, fueron comparadas con las
arrojadas por lo estudios previos a la conservacién realizados en 2010. En la Tabla 1
se encuentran los datos correspondientes.

Aislamiento AMP AMS CTX GEN CIP TMS
3 R/R R/R - R/R R/R S/S
6 S/S R/R - R/S R/R R/R
9 S/S S/S - S/S S/S S/S
11 R/R S/S S/S R/R R/R S/S




13 R/R S/S S/S S/S R/R R/R
14 R/R R/R R/S S/S R/R R/R
18 S/S S/S - S/S S/S S/S
20 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
21 S/S S/S S/S S/S R/R R/R
27 R/R R/R S/S R/R R/R S/S
30 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
31 R/R S/S S/S S/S R/R R/R
34 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
37 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
40 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
41 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
42 R/R S/R S/S R/R R/R R/R
44 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
45 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
48 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
50 R/R R/R S/S R/R S/S R/R
53 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
54 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
61 R/R R/R S/S S/S R/R R/R
62 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
63 S/R S/R S/R S/R S/S S/S
70 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
73 S/S S/S S/S S/S S/S S/S
79 R/R R/R R/R R/R S/S R/R
80 S/R S/S S/S S/S S/S S/S
82 S/S S/S S/S S/S S/S S/S

Tabla 1: Perfil de susceptibilidad a antibi6ticos de los aislamientos determinado por el método
de difusién con disco, antes (izquierda) y después (derecha) de su conservacion a -80 °C. Para
cada antibidtico se indica la interpretacion del halo siguiendo tablas del CLSI: R-resistente, S-
sensible. Se indica en gris los casos en que ocurrieron cambios en el perfil de susceptibilidad
(S/R o0 R/S).

Se encontr6 que el 83,9% (26/31) de los aislamientos reactivados no mostré
diferencias en la interpretacion, es decir, se conserva el perfil de susceptibilidad pre y
post conservacion.

El 16,1% (5/31) restante mostro diferencias en sus perfiles de resistencia. Dos de los
aislamientos pasaron de la categoria resistente a la categoria sensible para un solo
antibiotico. Por otro lado, otros dos aislamientos modificaron su categoria de sensible
a resistente para un solo antibiético. Un anico aislamiento presentd modificacion del
perfil de susceptibilidad para 4 de los antibidticos ensayados, pasando de la
clasificacion sensible a resistente.

Durante la conservacion no es posible la adquisicion de unidades genéticas
extracelulares, de modo que consideramos que los cambios ocurridos en los perfiles
de susceptibilidad pueden deberse a distintas razones, segun sea el caso.

Para intentar explicar los dos casos de los aislamientos que perdieron resistencia a un
antibiotico, debemos considerar que, durante la conservacion, las bacterias no fueron
sometidas a presion selectiva con antibidtico. Por esta razén, pensamos que
posiblemente haya ocurrido una pérdida de elementos genéticos (como plasmidos,
transposones e integrones) que confieren resistencia a las bacterias, pero que no
revisten ninguna ventaja para la supervivencia de las mismas bajo las condiciones de
conservacion (Andersson y col, 2010). Dado que la resistencia a antibiéticos implica un
alto costo metabdlico para las bacterias, es posible que ocurran reversiones en
condiciones desfavorables o de estrés (Schulz zur Wiesch y col, 2010).

Por otra parte, una teoria que explicaria los tres casos en que los aislamientos




adquirieron resistencia a antibiéticos es la de ocurrencia de mutaciones espontaneas
en genes cromosOmicos como consecuencia de las condiciones a las que son
expuestos los microorganismos durante y posterior a la conservacion. Si bien la
técnica de conservacion empleada es un método de eleccion a largo plazo con
conocida estabilidad genética, creemos que los cambios en los perfiles de
susceptibilidad podrian deberse a mutaciones provocadas por presiones ejercidas
sobre las bacterias, debido al estrés del congelamiento y descongelamiento (Zerin y
col, 2007). Se conoce la existencia de sistemas sensores de estrés externo o de la
envoltura celular, que desencadenan cascadas de sefializacion especificas segun el
tipo de estrés (Kennelly y col, 1996) y que, en ultima instancia, regulan factores de
transcripcion que ayudan a combatir el dafio celular (Chung y col, 2006). Una
posibilidad es la activacion de genes de resistencia a antibiéticos.

CONCLUSION

La crioconservacion a -80 °C es un método de eleccién que efectivamente permite la
conservacion de microorganismos por largos periodos de tiempo, manteniendo sus
caracteristicas fenotipicas y genotipicas. No obstante, no se puede descartar que en
algunos casos aparezcan mutaciones relacionadas con la necesidad del
microorganismo para adaptarse a situaciones de estrés y que conlleven a una pérdida
en la estabilidad genética. Queda planteada la necesidad de llevar a cabo los estudios
pertinentes del microorganismo en cuestiébn para asegurarse de que el método de
conservacion elegido no perjudique al proceso de investigacion debido a la pérdida de
caracteristicas fundamentales del mismo.
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