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RESUMEN  

Introducción: el laboratorio de control microbiológico de la UEB Laboratorios 
Liorad dispone de una colección de cultivos microbianos para la conservación de 
microorganismos, donde se encuentra depositada la levadura Candida albicans que 
se emplea en esquemas de certificaciones de calidad establecidos para la 
evaluación de ensayos como: promoción de crecimiento de los medios de cultivos, 
validación de técnicas microbiológicas, entre otros.  
Objetivo: evaluar los resultados de la conservación de esta cepa por el método de 
liofilización durante un periodo de ocho años.  
Métodos: para el crecimiento de la cepa se utilizó el medio de cultivo Caldo 
Saboraud y variantes de sustancias lioprotectoras puras como: (leche descremada 
al 20 %, glicerol 20 %, sacarosa al 10 % y peptona 5 %) así como la mezcla de 
lioprotectores (leche 10 %, sacarosa 5 %, glicerol 5 %). Se evaluó viabilidad, 
pureza y estabilidad genética de esta cepa durante el tiempo objeto de estudio. 
Resultados: las características propias de la especie estudiada se mantuvieron 
inalterables con un elevado grado de pureza en todas las variantes estudiadas. En 
cuanto a la supervivencia, cuando se emplearon las sustancias lioprotectoras puras 
se evidenció una marcada disminución de la viabilidad. No así al emplear la mezcla 
de lioprotectores que mantuvo niveles de viabilidad por encima del límite 
establecido durante todo el tiempo objeto de estudio. 
Conclusiones: los valores obtenidos en cuanto a la supervivencia de este 
microorganismo permiten inferir que para la conservación por largos periodos de 
tiempo la variante donde se empleó mezclas de lioprotectores resultó una buena 
opción para la conservación de C. albicans.  
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ABSTRACT 

 
Introduction: the microbiological control laboratory at the Basic Enterprise Unit 
Liorad Laboratories stores a collection of microbial cultures for the preservation of 
microorganisms, including the Candida albicans yeast used in the quality 
certification schemes established for the evaluation of assays such as fostering of 
culture medium growth and validation of microbiological techniques, among others.  
Objective: evaluate the results obtained in the preservation of this strain by the 
lyophilization method during a period of eight years.  
Methods: for strain growth, use was made of Saboraud broth culture medium as 
well as variants of pure lyoprotective substances such as 20 % skimmed milk, 20 % 
glycerol, 10 % saccharose and 5% peptone, and the mixture of lyoprotectors (10 % 
milk, 5 % saccharose, 5 % glycerol). An evaluation was conducted of the viability, 
purity and genetic stability of the strain during the study period.  
Results: characteristics typical of the study species remained unchanged with a 
high degree of purity in all the variants examined. As to survival, a marked 
reduction in viability was observed when pure lyoprotective substances were used, 
but not with the mixture of lyoprotectors, in which case viability levels exceeded 
the established limit during the entire study period.  
Conclusions: the survival values obtained for this microorganism indicate that 
preservation for long periods with mixtures of lyoprotectors was a good option for 
the preservation of C. albicans. 
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INTRODUCCIÓN  

Los nuevos conocimientos y tecnologías han dado una visión distinta del mundo 
microbiano.1,2 El propósito de la ciencia microbiológica debe ser preservar las 
especies microbianas en condiciones que permanezcan puras y homogéneas bajo 
situaciones que aseguren su estabilidad para su posterior estudio o utilización,3-6 
por lo que es necesario emplear diferentes métodos de conservación, como la 
liofilización (método de elección) debido a sus numerosas ventajas, entre las que se 
puede resaltar la posibilidad de minimizar al máximo el riesgo de cambio genético 
en las células y las mantienen viables por 10 años o más.7-10 Todos los métodos de 
preservación tienen ventajas y desventajas por tanto es necesario hacer una 
selección del método a emplear, la que depende del microorganismo a conservar y 
de la disponibilidad del equipamiento con que cuente el laboratorio.11-15  

La UEB Laboratorios Liorad, (laboratorio farmacéutico destinado a la producción de 
parenterales asépticos líquidos y liofilizados), dispone de un área del control 
microbiológico que posee una colección de subcultivos de microorganismos de 
referencia,16 para emplear en esquemas de certificaciones de calidad como: 
promoción de crecimiento de los medios de cultivos, validación de técnicas 
microbiológicas, entre otros.17,18 El objetivo del presente trabajo consistió en 
evaluar los resultados de la conservación de la cepa microbiana Candida albicans 
por el método de liofilización con el empleo de lioprotectores puros y mezclas de 
estos durante un periodo de ocho años.  



Revista Cubana de Higiene y Epidemiología. 2014;52 (3):321-329 

  
http://scielo.sld.cu 

323

MÉTODOS  

Acervo microbiano  

Subcultivo primario de la cepa de referencia Candida albicans depositada en la 
colección de cultivos microbianos del laboratorio de control microbiológico.  

Recuperación de los microorganismos  

La cepa levaduriforme Candida albicans se restituyó con 1 mL de medio de cultivo 
Caldo Saboraud (CS). De la suspensión del microorganismo se diseminaron en 
forma de césped 20 µL, en una placa de Saboraud Dextrosa Agar (SDA), y se 
incubó a una temperatura de 25 °C durante 72 h. Con un asa de platino estéril se 
tomaron de dos a tres de las colonias crecidas y se resuspendieron en 5 mL de CS, 
se tomó 0,1 mL y se inoculó en una placa de SDA y se colocó en una incubadora de 
25 °C durante 72 h para comprobar pureza.19  

Conservación de los microorganismos  

La conservación de un subcultivo de la cepa de referencia de este microorganismo 
se realizó por el método de liofilización. Se empleó como sustancias lioprotectoras 
puras: leche descremada al 20 %, glicerol al 20 %, sacarosa al 10 % y peptona al  
5 %. Además se evaluó mezclas de lioprtectores (leche 10 %, sacarosa 5 %, 
glicerol 5 %).  

Previamente a la realización del proceso de liofilización, se transfirieron 0,1 mL del 
cultivo a unos frascos Erlenmeyer con 100 mL de medio CS. Posteriormente, el 
cultivo se centrifugó a 3 000 rpm durante 10 minutos y después, bajo condiciones 
asépticas, se desechó el sobrenadante para poder utilizar la biomasa. A la biomasa 
se le añadieron 50 mL de los distintos medios de soportes de liofilización. Se 
homogeneizó completamente y se tomó 1 mL de la suspensión para determinar el 
recuento de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) antes de la 
liofilización.19  

De forma homogénea se distribuyó 2 mL de la suspensión de este microorganismo 
en bulbos 6R estériles. El proceso de liofilización se realizó en una liofilizadora 
experimental de laboratorio (marca Edward, modelo Modulyo). Una vez concluido el 
proceso los bulbos se almacenaron entre 2 y 8 °C.  

Eficacia del método de conservación  

Se restituyeron dos bulbos de la cepa en ensayo a su volumen de liofilización con 
2 mL de CS, se mezclaron de forma homogénea para obtener una muestra 
representativa y se comprobaron las características culturales y morfológico-
tintoriales, se determinó la pureza, viabilidad y se comprobó la estabilidad genética 
mediante pruebas bioquímicas.19  

Pureza  

El ensayo de pureza se realizó por observación macroscópica de las colonias 
crecidas (forma, tamaño y color) y las características microscópicas de las colonias 
crecidas del cultivo en ATS, teñidas por el método de tinción de Gram observadas al 
microscopio.20  
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Viabilidad  

Este ensayo se realizó antes y después de la liofilización a los 3, 6,9 y 12 meses, a 
partir de aquí con una frecuencia anual hasta los 5 años, en que se varió la 
frecuencia cada 3 años. El método seguido fue el recuento de UFC/mL por 
diluciones seriadas hasta 10 -7 y siembra en superficie de ADS. Cada dilución se 
sembró por triplicado. Se consideró satisfactoria una concentración celular igual o 
superior a 105 UFC/mL, valor establecido en las especificaciones de calidad del 
laboratorio.19,20  

Comprobación de la estabilidad genética (pruebas bioquímicas)  

Se realizó por métodos microbiológicos convencionales como: prueba tubo 
germinativo, producción de clamidosporas, formación del micelio y pseudomicelio, 
crecimiento a 45 ºC, ureasa y asimilación de azucares tales como: glucosa (GLU), 
xilosa (XIL), adonitol (ADO), galactosa (GAL), inositol (INO), sorbitol (SOR), 
celobiosa (CEL), lactosa (LAC), maltosa (MAL), trehalosa (TREH), melecitosa (MLZ), 
rafinosa (RAF).21-24  

  

RESULTADOS  

Una vez concluido el proceso de liofilización se observaron las características 
organolépticas de las pastillas obtenidas, en las variantes estudiadas (A, B, D y E) 
se logró una pastilla de liofilización. No así en la variante C (sacarosa 10 %) donde 
no se formó la pastilla, la apariencia indicaba que se había consumido y 
caramelizado en el fondo del bulbo, para su restitución fue necesario homogenizar 
varias veces para lograr una solución.  

Las características macromorfológicas del cultivo evidenció la presencia de cultivo 
puro. Las colonias observadas coincidieron con la morfología típica de esta cepa: 
colonias completas de diámetro entre 1 y 3 mm, ligeramente abombadas, de 
consistencia cremosa, brillosas, de color blanco a crema, que no desarrollaron 
micelio aéreo y presentaron un olor dulzón propio del género Candida.21,22  

Los resultados de viabilidad de la cepa antes y después de la liofilización se 
muestran en la tabla 1. Puede señalarse que inmediatamente que concluyó la 
liofilización el valor de viabilidad se encontraba entre 107-108 UFC/mL para todas 
las variantes estudiadas (por encima del límite establecido igual o superior a 105 
UFC/mL).  

En la tabla 2 se muestra el recobrado de la cepa Candida albicans dado en 
(UFC/mL) durante todo el periodo objeto de estudio (ocho años), conservada en 
diferente variantes. Las variantes A (leche descremada), B (glicerol), C (sacarosa) y 
D mostraron disminución de los niveles de viabilidad por debajo del límite 
especificado entre los 6 meses y 3 años de estudio. Sin embargo la variante E 
donde se empleó la mezcla de lioprotectores al año de conservada mostró una 
disminución en los valores de viabilidad de 108 a 106 UFC/mL, pero después del 
primer año se estabilizó y no se observa una disminución de la viabilidad.  
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Los ensayos de estabilidad genética mostraron un comportamiento típico de este 
microorganismo descrito en la literatura. La evaluación de la producción del tubo 
germinativo, estructura que identifica la especie C. albicans, se identificaron al 
microscopio (X10) como una extensión a partir de la célula de la levadura, 
semejante a las hifas, y sin constricción en su punto de origen. La cepa estudiada 
fue capaz de producir clamidosporas, fue productora de tubo germinativo, creció a 
45 ºC, formó micelio y pseudomicelio, y dio ureasa negativa. Además mostró la 
capacidad para asimilar las sustancias carbonadas frente a la glucosa, xilosa, 
adonitol, galactosa, sorbitol, maltosa y trehalosa, y no utilizó el inositol, celobiosa, 
lactosa, melecitosa, rafinosa.21-24 
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DISCUSIÓN  

Las características organolépticas de las pastillas liofilizadas y la rehidratación 
instantánea, son algunos aspectos que se persiguen al emplear el método de 
liofilización, por lo que no haber logrado una buena apariencia del liofilizado al 
emplear la sacarosa como sustancia lioprotectora permite plantear que la 
metodología propuesta (receta de liofilización y el lioprotector) no resultaron 
efectivo para la cepa en estudio.8,9  

La observación microscópica del cultivo demostró la presencia de cultivos puros. 
Las colonias observadas coincidieron con la morfología típica de la cepa de 
referencia en estudio. El hecho de que los microorganismos estén biológicamente 
puros es un aspecto fundamental a tener en cuenta para la conservación de las 
cepas microbiológica, por lo que deben realizarse ensayos apropiados para la 
detección de contaminantes.6,7,20  

En cuanto a los resultados de la viabilidad durante el tiempo de almacenamiento, 
una vez liofilizados los cultivos, no debe existir variación en su viabilidad. Es de 
gran importancia obtener un cultivo en que las propiedades permanezcan 
inalterables al someterlo a la liofilización. La disminución de los niveles de viabilidad 
de las variantes A, B, C y D puede deberse a que las paredes celulares de las 
levaduras son más frágiles que las paredes bacterianas, además de su tamaño 
superior al de las bacterias. Las condiciones de liofilización establecidas pueden 
haber propiciado la formación de grandes cristales de hielo que ocasionan, con más 
facilidad, daños en las estructuras celulares de estos microorganismos.9-11  

También puede deberse a que los lioprotectores empleados no fueron adecuados, 
para la mayoría de los aditivos empleados los mecanismos del efecto protector son 
poco conocidos. Por lo tanto no existe una formulación universal, pues depende de 
la especie biológica a conservar.11 Es por ello que se plantea que para un 
microorganismo dado existen sólo uno o dos lioprotectores adecuados.12  

En el caso de la variante E donde se obtuvieron los mejores resultados de 
viabilidad, permite plantear que el medio soporte utilizado para la liofilización ha 
brindado protección en la supervivencia a esta cepa durante el tiempo de estudio. 
Estos resultados coinciden con lo que plantean algunos autores de que en la 
actualidad está más extendido el empleo de mezclas de aditivos.10  

Según la metodología convencional, la identificación primaria de toda especie de 
levadura comienza con la evaluación de criterios macroscópicos. Es común realizar 
la identificación de C. albicans mediante la técnica de tubo germinativo, una prueba 
simple, rápida y económica. La asimilación de azúcares, la termotolerancia a 
temperaturas entre 42 y 45 ºC, todos estos análisis forman parte de un conjunto de 
ensayos que se realizan según la metodología micológica convencional, de conjunto 
con otros ensayos (producción de clamidosporas, formación del micelio y 
pseudomicelio) confirmaron la identidad de la cepa en estudio.21-24  

El cultivo liofilizado de levadura Candida albicans mostró durante todo el tiempo 
objeto de estudio para todas las variantes estudiadas mantener características de: 
cultivos puros y estables.  

Los valores obtenidos de viabilidad durante todo el tiempo objeto de estudio al 
emplear la mezcla de lioprotectores permite inferir que resultó una buena opción 
para la conservación de este microorganismo.  
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