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Abstract

La liofilizacion es un método para la preservacion de microorganismos a largo plazo,
aspecto esencial en muchas industrias. La pureza, identidad y la estabilidad son
caracteristicas fundamentales a considerar en el material biol6gico almacenado.

Este proyecto parte de la necesidad de la empresa Laboratorios Microsules de conservar
su cepario bacteriano mediante el método de liofilizacion.

El estudio consistid en la formulacion y liofilizacion de tres cepas bacterianas,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Bacillus anthracis, utilizando un
liofilizador a nivel de laboratorio. Leche descremada, sacarosa, leche descremada en
combinacion con glicerol y leche descremada en combinacion con sacarosa fueron los
lioprotectores probados.

Los parametros evaluados fueron la estructura fisica del producto final, el efecto del paso
de congelado en la liofilizacion, la viabilidad celular luego del proceso de liofilizacion y
la viabilidad luego de la prueba de estabilidad acelerada (5 dias a 37°C). Se observé que
el uso de mezclas de lioprotectores permite alcanzar mayores porcentajes de recuperacion
celular en las cepas estudiadas.

Finalmente, la empresa interesada fue provista de un protocolo de liofilizacion para la
conservacion de microorganismos a largo plazo.
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1 Introduccién

1.1 Conservacion de microorganismos

El agua es un solvente universal que apoya las actividades bioquimicas dentro de las
células, siendo esta esencial para la vida. La misma permite el desarrollo de los procesos
metabolicos y sustenta todos los procesos vitales. En ausencia de agua, la vida tal como
la definimos acabaria, 1o que resultaria en un estado de latencia e inhibicion de la
actividad bioquimica en las células vivas. El agua también juega un papel importante en
la conservacion y estabilidad de diversos productos durante el almacenamiento. Es por
esto que para conservar productos labiles se debe inmovilizar o reducir el contenido de
agua, ya que la misma proporciona condiciones que potencian la autolisis, y/o promueven
el crecimiento de organismos contaminantes (1).

La preservacion a largo plazo de microorganismos es un aspecto muy importante cuando
se trabaja en investigacion o en industrias como la farmacéutica, la agricola y la
alimenticia (2, 3). Hay tres caracteristicas fundamentales a tener en cuenta para establecer
la calidad del material bioldgico almacenado: la pureza, identidad y la estabilidad (4).

Antes de que surgiesen los métodos de conservacion modernos, las colecciones de
cultivos sufrian diferentes complicaciones como la adaptacién del organismo al ambiente
in vitro, mutaciones genéticas, contaminacion o pérdida accidental de los cultivos, en
parte debido a que los cultivos se mantenian activos metabdlicamente mediante
subcultivos repetidos. Con el fin de evitar lo mencionado anteriormente, es que fue
necesario implementar nuevos mecanismos de conservacion que permitieran detener o al
menos reducir la actividad metabdlica, minimizando asi los riesgos antes mencionados

(4).

Desde hace afios se utilizan bajas temperaturas para evitar la degradacion de los
materiales biol6gicos. Gracias a avances tecnolégicos se lograron métodos exitosos y
confiables para la preservacién de organismos procariotas y eucariotas, dichos avances
permitieron un almacenamiento a largo plazo donde los procesos metabolicos se
encuentran suspendidos (4). Las técnicas modernas tienen como objetivo causar el
minimo dafio a las células, asegurar la maxima viabilidad y lograr estabilidad genética
(5). Los métodos de preservacion a largo plazo comunmente utilizados son la
criopreservacion: congelacion a temperaturas entre -70 y -80 °C o a temperatura ultra-
baja utilizando nitrégeno liquido o freezers eléctricos que alcancen al menos los -130°C
y la liofilizacion (6). La Federacion Internacional de Colecciones de Cultivo (WFCC)
recomienda almacenar las cepas por lo menos utilizando dos métodos de conservacion
diferentes con el fin de minimizar la probabilidad de perder los cultivos y reducir el riesgo
de cambios genéticos. Se sugiere también que al menos uno de estos métodos sea la
liofilizacion o criopreservacion en ultra frio ya que son los métodos que aseguran mayor
estabilidad genética (7).

La criopreservacion permite estabilizar productos bioldgicos, como los microorganismos
(1). Es un método sencillo en el cual se mantienen las propiedades originales del material
bioldgico y se reduce el riesgo de contaminacion, siendo Util especialmente en aquellos
casos en los que no se puede utilizar el método de liofilizacion. ElI almacenamiento a
temperatura ultra-baja requiere utilizar freezers eléctricos especializados o sistemas que
utilizan nitrégeno liquido (8). Este método cuenta con ciertas desventajas debido a la
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necesidad de mantener la cadena de frio para que el producto conserve sus propiedades,
esto incluye el alto costo de los equipos y su mantenimiento, como también del transporte
de las muestras. Otra desventaja es la dependencia eléctrica en el caso de los freezers o la
dependencia de la recarga periddica de nitrogeno liquido (1, 9).

El método de liofilizacion ofrece un almacenamiento seguro a largo plazo, proporciona
un producto seco, activo, estable y facilmente soluble. Sin embargo, el procesamiento de
un gran namero de cultivos es laborioso, requiere equipos especializados y no es aplicable
a distintos microorganismos como por ejemplo, determinadas especies de Clostridium,
cepas de Microcyclus y Helicobacter pylori (1, 9-11).

Tanto la liofilizacion como la criopreservacion ofrecen ventajas que superan la inversion
necesaria en equipos y reactivos. Estas ventajas incluyen: evitar la pérdida o
contaminacion de los cultivos de interés, eliminar tiempo y costos de materiales asociados
con el mantenimiento de cepas bacterianas que no estan en uso, prevenir cambios
fenotipicos debido a la inestabilidad genética y/o presiones selectivas (8).

1.2 Liofilizacién
1.2.1 Caracteristicas generales

A partir de mediados del siglo XIX se registré un mayor interés en el estudio de los
microorganismos, esto generd la necesidad de contar con métodos de preservacion
eficaces. Diversas lineas de investigacion se iniciaron con el fin de alcanzar esta meta,
una de ellas se baso en la desecacion de los microorganismos. Es asi que al inicio del
siglo XX Shackell, sienta las bases del liofilizador moderno. Su trabajo permitié mostrar
la efectividad de la técnica para preservar material bioldgico y abri6 el campo a nuevas
investigaciones en el tema. Sin embargo no es hasta principios del 40 que la configuracion
de los liofilizadores modernos es alcanzada, donde se incluye la bomba de vacio y la
trampa de frio (12).

La liofilizacion es un método eficaz utilizado durante décadas para la preservacion,
transporte y almacenamiento de microorganismos a largo plazo. Una vez que el producto
estd preparado para ser liofilizado, el procedimiento consiste principalmente en tres
pasos: congelado, secado primario (sublimacion), y secado secundario (desorcion),
obteniendo asi el producto seco final con el contenido de humedad deseado. El producto
liofilizado cuenta con la ventaja de que permite un manejo facil y econémico, siendo este
un método elegido y recomendado por las organizaciones de colecciones de cultivo como
la American Type Culture Collection (ATCC) y la National Collection of Type Cultures
(NCTC) (13-18).

Esta metodologia ha ganado importancia en el mundo de la investigacion debido a su
aplicacion en la industria farmacéutica, biotecnologica, alimentaria y quimica. Es Util para
productos termolabiles y/o inestables en soluciones acuosas durante periodos
prolongados de almacenamiento (19, 20).

En el proceso de liofilizacion inicialmente el material es congelado, causando una
separacién fisica entre el agua y los solidos. En una segunda etapa del proceso, el hielo
es removido del producto mediante conversion directa a vapor (sublimacién). Luego de



la eliminacion de los cristales de hielo, lo que queda del producto es una fase de soluto
concentrado que se convertira, al final del proceso, en el material liofilizado (14).

Cuando la liofilizacion es exitosa, los microorganismos pueden permanecer viables por
muchos afios (15). Existen estudios donde aseguran que la viabilidad de cultivos
bacterianos liofilizados se mantiene durante 50 afios 0 méas (21). Sin embargo, las tasas
de supervivencia después de la liofilizacion y durante el almacenamiento dependen del
género Yy la especie bacteriana, los parametros de liofilizacion, el medio de liofilizacion,
el estado fisioldgico de las células, las condiciones de rehidratacion, entre otros (22, 23).
Bajo las mismas condiciones, cepas distintas de la misma especie pueden diferir en su
comportamiento durante el proceso y el almacenamiento en estado seco. Carvalho et al.
(2004) han propuesto algunas hipdtesis en cuanto a esta variabilidad entre cepas de
Lactococcus lactis, por ejemplo: diferencias en la constitucion genética pueden dar lugar
a un fenotipo distinto y, diferencias en la composicion de la pared celular y de la
membrana, como por ejemplo fosfolipidos con puntos de fusion distinto, puede causar
diferencias entre las cepas (24). Debido a la cantidad de dafios potenciales y a la falta de
comprension de los mecanismos de los mismos es dificil predecir la tolerancia a la
liofilizacion entre diferentes especies y cepas a liofilizar (25). A su vez, se obtienen
resultados distintos utilizando bacterias gram negativas o gram positivas. Las bacterias
gram negativas muestran generalmente menor supervivencia que las bacterias gram
positivas (26).

La liofilizacion permite evitar el calentamiento excesivo de la muestra, proporcionar
estabilidad, minimizar la descomposicidén quimica, evitar la contaminacion durante el
almacenamiento, mantener la viabilidad a largo plazo y facilitar la distribucién del
producto (20, 24, 27). Sin embargo es un proceso que cuenta con ciertas desventajas tales
como: requerir largos tiempos de procesamiento y manipulacion, eliminar compuestos
volatiles a causa del uso de vacio y la necesidad de utilizar diluyentes estériles en el paso
de reconstitucion (20).

Existen tres categorias de liofilizadores: manifold, rotary y tray style. Este Gltimo es el
que interesa a efectos de este trabajo y cuenta principalmente con los siguientes
componentes (20) (Figura 1):

- Bomba de vacio, permite reducir la presion del ambiente de la camara que
contiene el material a secar. Para remover el solvente en un tiempo razonable, se
debe aplicar vacio durante la etapa sublimacién y desorcion. El nivel de vacio
requerido debe ser entre 50 y 100 pbar.

- Céamara de secado, posee una temperatura controlada y contiene estantes donde es
colocado el producto a ser procesado. La misma cuenta generalmente con un
sistema de sellado de viales y est4 asociada a la bomba de vacio, al sistema de
refrigeracion y al condensado.

- Estantes, ademas de dar soporte en ciertos casos pueden actuar como
intercambiadores de calor, removiendo la energia desde el producto durante el
congelamiento, y proporcionando energia al producto durante la sublimacion y
desorcion.

- Condensador, esta disefiado para atrapar el solvente, generalmente agua, durante
el proceso de secado. EI mismo logra alcanzar temperaturas entre -50°C y -80°C.



Figura 1. A la izquierda se observa el equipo liofilizador y sus
componentes (28). A. Camara de secado, B. Estantes, C. Condensador,
D. Bomba de vacio. A la derecha se observa el liofilizador de
Laboratorios Microsules.

Los productos a liofilizar se colocan generalmente en recipientes como viales de vidrio y
los mismos son colocados en los estantes dentro de la camara de secado. Una vez que el
producto es congelado, se enciende la bomba de vacio y comienza una transferencia de
calor hacia el producto. El recipiente utilizado para liofilizar una muestra debe permitir
la conductividad térmica, ser capaz de ser cerrado herméticamente en el final del ciclo de
liofilizacion, y minimizar la cantidad de humedad que puede permear las paredes del vial
y la tapa (20).

El volumen utilizado para llenar los viales puede tener efectos en la apariencia y
viabilidad del producto al finalizar el proceso. Si se utiliza un volumen de muestra
demasiado grande en comparacién con el tamafio del vial, la transferencia de calor al
producto durante la sublimacién y la transferencia de vapor de agua desde el producto
hasta el condensador se dan de forma mas lenta que si se utilizara un volumen mas
pequefio (17).

La liofilizacion es un proceso de multiples etapas que implica el cultivo de
microorganismos, suspension de los mismos en un medio de liofilizacion, congelado de
las muestras, liofilizado y adecuado almacenamiento (29). En la figura 2 se puede ver un
esquema general del proceso de liofilizacion.
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Figura 2. Disefio del proceso de
conservacion de microorganismos mediante
el proceso de liofilizacién.

1.2.2 Formulacion

Una de las consideraciones mas importantes a la hora de liofilizar es la formulacion, ya
que la misma sin un adecuado procedimiento de formulacion da como resultado tasas de
supervivencia muy bajas. La formulacion es necesaria para optimizar la eficiencia de la
liofilizacion, la estabilidad, la seguridad y la facil aplicacion del producto y se define
como la combinacion de las células con los ingredientes necesarios para formar una
preparacion adecuada y asi obtener un producto seco con las caracteristicas deseadas (25,
27).

Debido a que las células sufren el estrés causado por la congelacién y por el secado, la
esencia de la formulacién debe ser minimizar el dafio durante la liofilizacion, la pérdida
de viabilidad y/o de actividad debido a condiciones ambientales hostiles como la
cristalizacion del hielo, la alta presion osmotica y la desecacidn debido a la temperatura
y a la oxidacion (1, 13, 16, 18, 25). Estos dafios afectan varios sitios de la célula, como la
permeabilidad de la pared y la membrana y la desnaturalizacién de macromoléculas como
ADN vy proteinas sensibles (16, 22, 24). La estabilizacion de la membrana y de sus
proteinas integrales es clave ya que las membranas celulares estan involucradas en el
transporte de solutos, la union célula-célula y otras funciones esenciales (30).

Se debe seleccionar cuidadosamente la técnica utilizada para cultivar y purificar las
células ya que los dafios ocurridos en estas etapas no seran revertidos durante la
liofilizacion (1, 13).

Comunmente las células se cultivan en un medio liquido, se centrifugan y luego se
resuspenden en un medio adecuado para la liofilizaciéon, lioprotector. Otra opcion es el
crecimiento de las células en agar, ya sea en placas como en tubos inclinados, en este caso
el crecimiento se lava con el medio lioprotector. La ventaja de esta Gltima es que se evita
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el paso de centrifugacién, sin embargo, el uso de un cultivo liquido permite alcanzar
mayor numero de células (29).

Para lograr una buena liofilizacion las células deben encontrarse en crecimiento activo.
En general, la edad de un cultivo puede afectar su capacidad de sobrevivir a la
liofilizacion. Los cultivos bacterianos que se cosechan en la fase logaritmica tardia o fase
estacionaria temprana tienen mayor probabilidad de supervivencia (8). Lo recomendado
es trabajar con cultivos de altas densidades celulares, entre 107 y 10° células por ml, ya
que muchas cepas pueden tener una significativa caida en la viabilidad como resultado de
la liofilizacion, viéndose la mayor pérdida de viabilidad en el almacenamiento a largo
plazo (17, 29). Una supervivencia de 0,1% de la poblacion inicial luego de la liofilizacion
es considerada un valor suficiente para iniciar un cultivo con las mismas condiciones que
el cultivo original (31).

En cuanto al medio de cultivo utilizado para el crecimiento de los microorganismos,
distintas condiciones de pH, fuentes de carbono, sales, entre otras, pueden significar
cambios en la viabilidad del producto seco final (17). Se ha visto que diferencias en la
composicion del medio de cultivo pueden influenciar en la composicion lipidica de la
membrana afectando asi la viabilidad celular, se sostiene que influencia puede deberse a
que la membrana juega un rol importante en la proteccion contra la liofilizacién (24).
Existen evidencias que cambios en el pH durante la etapa de cultivo de Lactobacillus
reuteri conlleva a cambios morfolégicos en las células y desencadena un posible
mecanismo de respuesta al estrés que hace a la bacteria mas tolerante a la liofilizacion
(17).

Luego del crecimiento del cultivo, se debe resuspender las células en un medio adecuado
para la liofilizacion, denominado lioprotector. Este medio puede no ser efectivo en todas
las etapas del proceso, existiendo pasos en los cuales pueda fallar en proteger la muestra.
Por este motivo, para mejorar el rendimiento es conveniente utilizar mas de un protector
con el fin de obtener mejores rendimientos en el proceso de liofilizacion (1, 13, 16).

En la liofilizacion de bacterias no se utiliza como medio protector agua 0 compuestos
salinos ya que las células no sobreviven a dicho proceso (21). La solucion lioprotectora
ideal debera mantener la viabilidad evitando la desnaturalizacion de proteinas y
protegiendo bioquimicamente las células vivas contra el dafio durante la liofilizacion. La
capacidad de los diferentes protectores para prevenir la desnaturalizacion de las proteinas
puede deberse a la capacidad de formar puentes de hidrogeno con las proteinas celulares
cuando el agua es removida. A su vez, debera actuar como material de soporte y como
receptor en la rehidratacion del producto liofilizado. El resultado de la liofilizacion es una
estructura fisica definida, también llamada torta (15, 18, 27, 29). El tipo de protector
depende en gran medida del microorganismo; sin embargo, hay algunos que dan resultado
en muchas especies. Dentro de estos compuestos se encuentra: la leche descremada,
suero, glicerol, manitol, sorbitol, trehalosa, sacarosa, maltosa, lactosa, fructosa, glucosa,
dextrano, polietilenglicol, betaina, adonitol y aminoacidos (17, 22).

Un lioprotector ampliamente utilizado es la leche en polvo descremada debido a que
previene el dafio celular estabilizando componentes de la membrana, proporcionando una
capa protectora a las células gracias a su contenido de proteinas y creando poros en la
estructura del producto liofilizado, lo que resulta en una rehidratacion mas sencilla (24).
A su vez cuenta con la ventaja de ser un lioprotector econdémico y de facil obtencion. La
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leche descremada en concentraciones entre 1-10% es utilizada de forma frecuente en la
liofilizacion de diferentes microorganismos, y particularmente se ha observado que al
10% es un lioprotector adecuado para la mayoria de los microorganismos (6, 32).

Suplementar la leche en polvo descremada con agentes protectores adicionales puede
potenciar el efecto protector intrinseco durante el almacenamiento. La gran diversidad de
agentes protectores, se pueden clasificar de acuerdo a su forma de permear a las células,
influyendo asi en su modo de actuar. Existen compuestos permeables, semi-permeables
y no permeables (24). Los compuestos permeables, como el glicerol, penetran tanto la
pared celular como la membrana citoplasmatica, estos hacen mas plastica la membrana
celular, suprimen la deshidratacion excesiva, reducen la toxicidad por sal y previenen la
formacion de cristales de hielo dentro de la célula durante el congelado. Por otro lado, los
compuestos semi-permeables, como la sacarosa, penetran la pared celular pero no la
membrana citoplasmatica, de forma tal que inducen plasmolisis en las células previo al
congelado y se concentran, generando una capa que previene el crecimiento del hielo
dandole proteccion mecanica a la membrana. En cuanto a los compuestos no permeables,
como proteinas, se absorben en la superficie de los microorganismos formando una capa
viscosa. Esto inhibe el crecimiento de cristales del hielo ya que aumenta la viscosidad de
la solucion y mantiene la estructura del hielo amorfo en la proximidad de la célula.
Igualmente, la permeabilidad de los solutos depende del tipo celular y de la temperatura
(24, 32).

El glicerol permite preservar la viabilidad durante la liofilizacion y el almacenamiento a
bajas temperaturas (33). Cuando es utilizado para liofilizar microorganismos se producen
cambios: disminuye la concentracion de solutos y el consumo de sales por parte de las
células y se equilibran las presiones osméticas reduciendo asi la deshidratacion (16). Se
ha reportado en cepas de E.coli que el glicerol reduce el dafio tanto en la pared celular
como en la membrana citoplasmatica (32). Lijin Huang et al. (2006) indican que las
células liofilizadas en presencia de glicerol pueden lograr una alta viabilidad, y también
que la interaccidn entre la leche descremada y el glicerol da resultados positivos (22).

La sacarosa es utilizada en diferentes concentraciones para preservar E.coli (32). El efecto
protector de los disacéaridos puede deberse a su capacidad para hidratar y estabilizar
estructuras bioldgicas, como las proteinas y las membranas, preservando sus funciones
(17, 22, 34). Tanto los compuestos permeables, glicerol, como los no permeables,
sacarosa, protegen la superficie de lipopolisacaridos de las células de E.coli contra los
dafos causados al congelar (32).

1.2.3 Proceso de liofilizacion

El proceso de liofilizacion se puede dividir principalmente en tres etapas: congelado,
secado primario y secado secundario.

A la hora de liofilizar se deben de considerar distintos aspectos, entre ellos,
inconvenientes como la dispersion de bacterias al abrir las ampollas o por errores en la
manipulacion como la rotura de las mismas y problemas de contaminacion debido a la
falta de técnicas asépticas. La técnica aséptica incluye la descontaminacion previa de los
equipos y viales y trabajar en cabina de seguridad bioldgica en caso de ser necesario. A
su vez es importante el uso de ropa protectora para evitar cualquier tipo de contaminacién

(8).
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Congelado

El congelado es considerado como el primer paso del proceso de liofilizacion y el
desemperio de la misma depende significativamente de esta etapa. Las caracteristicas de
la matriz congelada afectan en gran medida la velocidad de secado en las etapas primarias
y secundarias (8). El congelado permite la inmovilizacion de los componentes en
solucidn, reduce la desnaturalizacion del producto por calor en el secado y a la hora de
aplicar el vacio previene la ebullicion evitando asi la formacion de espuma. Para facilitar
el paso siguiente, el secado, es importante que se forme una estructura cristalina de hielo
en la muestra. La formacion de esta estructura también establece el comportamiento
durante la liofilizacion y la morfologia final de la muestra seca (1). La microestructura
establecida durante el congelado generalmente define la microestructura del producto
seco (20).

El congelado ideal es aquel en el cual el efecto de concentracion de solutos es minimo
evitando asi el estrés osmatico y en que los componentes de la muestra estan organizados
espacialmente como en la suspension original. Sin embargo, esto normalmente es dificil
de alcanzar. Por lo cual es necesario considerar las caracteristicas y propiedades del
solvente y del soluto en la etapa de formulacion (1, 25).

Un factor critico en el proceso de liofilizacion es la velocidad de congelado de las células
ya que de esto depende la formacién de pequefios poros o canales para que luego, durante
la sublimacion permita el pasaje de agua desde el interior de la muestra. Un enfriado muy
rapido, si bien permite una mayor preservacion de la viabilidad celular, da como resultado
la formacidon de pequefios y numerosos cristales, lo cual minimiza la formacion de canales
implicando mayores tiempos de secado. Por otro lado, una congelacion lenta resulta en
cristales grandes y menos numerosos formandose canales menos restrictivos en la matriz
durante el proceso de secado. La forma, el tamafio y la distribucién de los poros en la
torta seca formada luego de la etapa de secado primario dependen del tamafio de cristales
de hielo formados durante la etapa de congelacion (13, 19, 20, 27).

Existen diferentes opciones de congelado, ya sea utilizando el liofilizador a través de los
estantes refrigerados o congelando el producto antes de cargarlo al liofilizador. Se puede
congelar en un congelador a -12°C, -20°C o -80°C, someterlo a una congelacién
progresiva -4°C, -12°C y -20°C o utilizando nitrégeno liquido (17, 26, 27). Segun el
trabajo realizado por Ming et al. (2009) en Lactobacillus salivarius la condicion de
congelado mas apropiada es congelar a -80°C durante 5 horas (35). Utilizar un freezer
cuenta con la ventaja de que se logre una congelacion lo suficientemente lenta como para
alcanzar la estructura deseada de la muestra (13). Sin embargo, presenta como desventaja
el aumento del riesgo de que se dé la fusion o la contaminacion de la muestra por la
transferencia de las mismas al liofilizador (1).

Secado primario

El secado primario, sublimacién, es el paso en el cual se eleva la temperatura de la muestra
congelada y se da la migracién del agua desde la misma (1, 29).

Bajo condiciones atmosféricas, al calentar el agua en estado liquido se convierte en vapor,
proceso conocido como evaporacion. Sin embargo existe un punto, el punto triple
(aproximadamente 0,00603 atm a 0°C) (Figura 3), en el cual los tres estados del agua
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coexisten: hielo, liquido y vapor. Por lo tanto, a presiones subatmosféricas el hielo puede
convertirse directamente en vapor mediante sublimacion (1, 20).

Sélido Liquido

Gas

E Punto triple
(0.01°C, 0.00603 atm)

0°C 100°C
Temperatura >

1.0}

Presion (atm)

Figura 3. Diagrama de fase mostrando el punto triple
del agua. Editado a partir de Nireesha et al. (2013)
(20).

El gradiente de concentracion de vapor de agua entre el producto a ser secado y el
condensador es la fuerza motriz que impulsa la eliminacion del agua durante la
liofilizacion. La presion de vapor de agua aumenta con un aumento en la temperatura
durante el secado primario (20). Para que se produzca la sublimacion se debe suministrar
energia, la temperatura en este paso debe mantenerse tan alta como sea posible para que
el proceso sea eficaz, pero por debajo de la temperatura de fusion o de colapso, para evitar
la fusion y por lo tanto, la pérdida de la estructura de la torta (1, 19, 20). Para que la
liofilizacion sea exitosa se aplica vacio con el fin de reducir la presion por debajo de los
200 mtorr (29). De esta manera, la presion de la cAmara de secado se encuentra por debajo
de la presion de vapor lo que asegura la migracion de este desde el producto hacia el
condensador, el cual debe estar a una temperatura menor (29, 36).

A diferencia de la evaporacion, la sublimacién al vacio minimiza los efectos de
concentracion de producto lo cual garantiza un producto poroso, seco, activo y facilmente
soluble (1). Es extremadamente importante que la temperatura a la que un producto es
liofilizado mantenga la integridad del producto congelado y sea una temperatura que
maximice la presion de vapor del producto. Este equilibrio es la clave para un secado
Optimo (20).

Secado secundario

Durante el segundo secado o “desorcion isotérmica” la humedad residente ligada es
removida para lograr una estructura seca. El agua restante durante el secado secundario
se encuentra unida mas fuertemente, lo que requiere mas energia para su eliminacion (1,
20).

El secado secundario se inicia por el aumento de la temperatura manteniendo una baja
presion para reducir el contenido de agua residual hasta un nivel deseado (19, 20). El
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mismo representa entre el 30-40% del tiempo total del proceso pero se remueve
unicamente entre el 5-10% de la humedad total de la muestra. Al ser removida la humedad
residual, la muestra alcanza un estado estable. La desorcion es favorecida por el aumento
de la temperatura bajo condiciones de vacio. Se debe mantener la temperatura por debajo
de la temperatura de colapso y de esta forma evitar la pérdida de la estructura de la
muestra (1, 20). La cantidad de agua residente luego del secado afecta la tasa de pérdida
de viabilidad durante el almacenamiento (37).

En la figura 4 se muestran las tres etapas del proceso de liofilizacion en funcion de la
variacion de temperatura a lo largo del proceso (25).

o
2
© Temperatura
i
g del producto
£ -
] Y -
[ A - p
' s’
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Y n . ”
i\ H 7
\ 1 7
- s
l.‘ ‘ 2
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Congelado Secado . Secado Tiempo
primario ' secundario

Figura 4. llustracion del ciclo de liofilizacion dividido en tres etapas:
congelado, secado primario y secado secundario. La linea punteada
corresponde a la temperatura del producto. Editado a partir de Schoug
(2009) (25).

Sellado

Tras el secado secundario, los viales deben ser sellados al vacio para evitar la entrada de
reactivos, gases atmosféricos y aire himedo que puedan desestabilizar o contaminar el
producto (1, 13).

Almacenamiento

Una de las principales razones de liofilizar es mejorar la estabilidad a largo plazo de un
producto durante el almacenamiento. Sin embargo, un correcto proceso de liofilizacion
no asegura una larga vida atil en condiciones ambientales (25).

Estudios previos aseguran que la temperatura es un parametro critico para la
supervivencia microbiana durante el almacenamiento. La estabilidad del producto
decrece durante el almacenamiento, y se alcanza mayor supervivencia cuanto menor sea
la temperatura de almacenamiento. A su vez, la pérdida de viabilidad puede deberse a la
cantidad de agua presente en el producto liofilizado luego del secado. Por lo tanto, los
factores que hay que tener en cuenta para lograr un ambiente controlado son: temperatura,
procesos oxidativos, exposicion a la luz y humedad relativa (24, 37).
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Un factor que afecta la estabilidad del producto es la actividad de agua en la muestra seca,
esto depende tanto del agente lioprotector utilizado como de los parametros del proceso.
Cuanto mayor sea el valor de actividad de agua luego de la liofilizacion menor sera la
viabilidad durante el almacenamiento, ya que los solutos pueden difundir en agua y dafiar
la célula por un efecto osmotico (18).

Mantener altas tasas de supervivencia durante el almacenamiento de los productos
liofilizados en condiciones ambientales es dificil, por este motivo, se recomienda
almacenar las células bacterianas liofilizadas a temperaturas bajas, cercanas a los 4°C, en
ausencia de luz (21).

Estudios de estabilidad natural son requeridos para evaluar la viabilidad del producto
almacenado luego de un periodo prolongado de tiempo. Muchas veces se realizan pruebas
de estabilidad aceleradas con el fin de reducir tiempos y asi poder estimar la estabilidad
del producto, por ejemplo incubar 37°C durante una semana simula un afio en el tiempo
(38). Para evaluar la estabilidad del producto bacteriano liofilizado luego de transcurrido
un largo periodo de tiempo, Mputu Kanyinda et al. (2012) realizan una prueba de
estabilidad acelerada en Pseudomonas fluorescens que consiste en colocar los viales a
37°C durante 28 dias de exposicion y toman muestras en intervalos de 7 dias. (39). Portner
et al. (2007) realizan un test de estabilidad acelerada en Campylobacter jejuni utilizando
diferentes temperaturas incluyendo 37 °C (15).

Reconstitucién

El proceso involucra la adicion de una cantidad conocida de diluyente a la torta seca. La
torta ideal es aquella que al adicionar el diluyente resulta en una disolucién rapida, no
mas de un minuto, y completa de la misma (12).

La recuperacion de células viables se ve afectada por diferentes condiciones como el
volumen de rehidratacion, la temperatura, el pH y osmolaridad del tipo de solucion
utilizado. Al utilizar soluciones diluidas para la rehidratacién, el shock osmotico puede
causar estrés en la membrana citoplasmatica, por este motivo lo recomendado es utilizar
medios de cultivos nutritivos no selectivos los cuales permiten maximizar la
recuperacion. Se sugiere utilizar para la rehidratacién un volumen de medio igual al
utilizado previo a la liofilizacion (8, 15, 17, 25).
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2 Objetivos
2.1 Objetivo general

Poner a punto un protocolo de liofilizacion que permita conservar diversas cepas
bacterianas con el fin de conservar los bancos maestros y de trabajo del cepario de
produccion de la empresa Laboratorios Microsules.

2.2 Objetivos especificos

- Evaluar distintos medios lioprotectores para la liofilizacion de tres cepas
bacterianas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus anthracis.

- Evaluar el efecto de diferentes tiempos de liofilizacion.

- Evaluar el efecto del paso del congelado.

- Evaluar la estabilidad de los productos liofilzados.

18



3 Metodologia

El trabajo practico se realizd en el Laboratorio de Control de Calidad de la planta de
bioldgicos de Laboratorios Microsules. Los materiales, las cepas y los equipos utilizados
fueron provistos por la empresa. En todas las etapas del proceso se trabajé siguiendo
buenas practicas de manufactura (BMP/GMP).

3.1 Cepas microbianas

De la coleccion de microorganismos del Laboratorio de Control de Calidad de
Laboratorios Microsules se utilizaron los siguientes microorganismos: Escherichia coli
(ATCC® 8739™), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™) y Bacillus anthracis
(LANAGRO cepa Sterne 34F2) (cepa no patdgena).

3.2 Liofilizacion
3.2.1 Crecimiento de cepas bacterianas
3.2.1.1 Cultivo bacteriano

A partir de una ampolla congelada a -80°C del banco de trabajo de Escherichia coli
(ATCC® 8739™) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™) previamente realizado
por el personal de Laboratorios Microsules se inoculd un matraz con 200mL de Nutrient
broth (NB) CM0001B (OXOID®, UK) preparado segun las indicaciones del fabricante y
esterilizado a 121°C durante 15 minutos y se incubd a 37°C durante 24 horas.

A partir de una ampolla conservada a 4°C del banco de trabajo de Bacillus anthracis
(LANAGRO cepa Sterne 34F2), previamente realizado por el personal de Laboratorios
Microsules, se inocul6 un tubo de agar inclinado de Agar Anthrax (5,0 g KaHPOg4, 1.0 g
KH2PO4, 0.5 mL Solucion de CaCl al 20% g/L, 0.01 g FeSo4.7H20, 0.05g MgS0O4.7H-0,
0.03 g MnS04.4H>0, 5.0 g Triptona, 50 g Extracto de levadura, 22 g Agar, Agua para
inyeccidn c.s.p. 1L) en tubo inclinado y se incub6 a 37°C durante 48 horas.

La manipulacion de microorganismos se realiz0, en todos los casos bajo flujo laminar, se
monitoreo las condiciones de asepsia utilizando como controles de cabina 2 placas de
TSA (Tryptone Soya Agar, CM0131B; OXOID® preparado segun instrucciones del
fabricante) las cuales se incubaron a 37° durante 24 horas.

3.2.1.2 Control de identidad y pureza

Observacion macroscopica

Ampollas congeladas a -80°C del banco de trabajo de E.coli, P.aeruginosa y B.anthracis
se sembraron por el método de estria en placa de Tryptone Soya Agar (TSA) CM0131B
(OXOID®, UK) para comprobar pureza e identidad de las mismas. Se incubo a 37°C
durante 24 horas y se observé pureza y apariencia.

En el caso de E.coli se esperan colonias circulares, de margen entero, con elevacion, de

tamafio pequefio y punctiforme, textura lisa, apariencia brillante, sin pigmentos y
trasluciente. En el caso de P.aeruginosa se espera colonias redondeadas y aplanadas de
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color apenas verdoso. Y, en el caso de B.anthracis se esperan colonias de 2 a 3 mm de
diametro, sobreelevadas, blanco-grisaceas, opacas y de borde irregulares.

Tincion de gram

Se realizo una tincion de gram para corroborar identidad y poder distinguir entre bacterias
gram positivas y gram negativas, el principio de esta técnica se basa en las diferencias
que existen entre las paredes celulares de estas. Las bacterias gram positivas poseen una
capa gruesa de peptidoglicano mientras que las gram negativas poseen una capas mas
fina. Aquellas que poseen una capa mas gruesa de peptidoglicano retienen el complejo
cristal violeta/lugol dando como resultado un color violeta y se las denomina gram
positivas. Por otro lado, aquellas que poseen una capa fina de peptidoglicano no son
capaces de retener el complejo y por lo tanto se pierde la coloracion violeta
denominandolas gram negativas. E.coli y P.aeruginosa se observan como bacilos gram
negativos, mientras B.anthracis se observa como bacilos gram positivos con esporas
centrales.

Procedimiento:

1. Fijar la muestra en un portaobjetos mediante aplicacion de calor
Cubrir con cristal violeta durante 1 minuto
Lavar con agua corriente
Colocar lugol durante 1 minuto
Lavar con agua corriente
Cubrir con etanol 95% 30 segundos
Lavar con etanol
Lavar con agua corriente
. Tefiir con safranina durante 10 segundos.
10. Lavar y secar
11. Observar al microscopio

CoNoORWN

Crecimiento selectivo y diferencial

Con el fin de corroborar identidad de las cepas, las mismas se sembraron en medio
selectivo y/o diferencial. Se sembrd en placa de Pseudomonas cetrimide agar USP
CMO0579B(AC) (OXOID®, UK) y MacConkey agar (MCC) CM0007B (OXOID®, UK)
mediante método de estria. Por otro lado, se sembr6 en tubo Triple Sugar Iron Agar (TSI)
CM0277B (OXOID®, UK) mediante de método de puncion y estria. Se incub6 a 37°C
durante 24 horas. Se corroboro6 presencia o0 ausencia de crecimiento.

El crecimiento de E.coli en MCC se observa como colonias rojas, con consistencia no
mucosa. Esto se debe a que el medio contiene lactosa y E.coli puede fermentarla causando
asi una disminucion del pH en el medio apareciendo colonias de color rojo. El crecimiento
de P.aeruginosa en AC se observa como colonias amarillo verdosas o marrones
amarillentas. Esto se debe a que el medio permite el crecimiento selectivo de
P.aeruginosa y estimula la formacion de pigmentos ya que en su formulacion contiene
cloruro de magnesio y sulfato de potasio los cuales promueven la formacion de
piocianina, pioverdina, piomelanina y fluoresceina.

En el caso de del TSI, para E.coli se espera, fondo acido, superficie acida, formacion de
gas positivo y HaS negativo ya que fermenta glucosa, sacarosa y lactosa, no produce acido
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sulfhidrico pero si produce gas. En el caso de P.aeruginosa se espera, fondo alcalino,
superficie alcalina, formacion de gas negativo y H2S negativo ya que P.aeruginosa no
fermenta glucosa, sacarosa ni lactosa, no forma gas ni 4&cido sulfhidrico.

3.2.2 Preparacion de lioprotectores
Los lioprotectores utilizados fueron leche, sacarosa y glicerol y mezclas de los mismos:

— Leche descremada reconstituida al 10% (L10).

— Leche descremada reconstituida al 20% (L20).

— Leche descremada reconstituida al 10% + Glicerol al 1% (L10G1).

— Leche descremada reconstituida al 20% + Glicerol al 1% (L20G1).

— Leche descremada reconstituida al 10% + Glicerol al 10% (L10G10).
— Sacarosa al 10% (S10).

— Leche descremada reconstituida al 10% + Sacarosa al 10% (L10S10).

3.2.3 Procesamiento de células previo a la liofilizacion.

Para el caso de los cultivos de P.aeruginosa y E.coli, se centrifugdé 200mL del cultivo
utilizando la centrifuga Thermo SL40 a 20°C durante 30 minutos a 4000g. Se elimino el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 20 mL del medio lioprotector (Tabla 1).
Mientras que para el caso del cultivo de B.anthracis, se cosecharon las celulas
agregandole al tubo de agar inclinado 20mL del medio lioprotector. Para B.anthracis se
ensayaron solo dos de los lioprotectores preparados debido a resultados preliminares
(Tabla 1).

Se colocaron 2 mL de la preparacion en viales de vidrio, lavados y esterilizados
previamente a 121°C, durante 15 minutos. Los mismos fueron tapados parcialmente con
tapones de butilo con muesca previamente esterilizados a 121°C, durante 15 minutos. Y
por ultimo, se colocaron los viales en el freezer Thermo modelo 906, a -80°C durante 24
horas.

Tabla 1. Lioprotectores utilizados para cada cepa.

Lioprotector Cepa E.coli P.aeruginosa | B.anthracis
L10 v v

L20 v v

L10G1 v v v
L10G10 v

L20G1 v v v

S10 v v

L10S10 v v/
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3.2.4 Liofilizacion

Se trabajo con el liofilizador VirTis BenchTop K configurado en modo “AUTO”. Se
colocé la bandeja del liofilizador en freezer a -20°C. Se encendio el liofilizador y se
comenzo el enfriado del condensador hasta alcanzar los -60°C. Los viales congelados
fueron retirados del freezer a -80°C y se colocaron en la bandeja del equipo. Se encendio
la bomba de vacio y se comenzo el proceso. A las 24 horas se frend la liofilizacion y se
cerraron los viales al vacio utilizando la manija del equipo. Se retiraron los viales y se
precintaron utilizando el sellador. Finalmente se inspecciond el aspecto fisico del
producto seco y se almacenaron los viales a 4°C.

3.3 Aspecto fisico

Un parametro que se evalud en este trabajo fue el aspecto fisico de los productos secos
finales como parametro indicativo de una correcta liofilizacion Para realizar este analisis
se observo color, brillo, estructura (torta) y encogimiento del producto seco final y la
presencia 0 no de material residual adherido a las paredes del vial. EI encogimiento se
refiere a la diferencia entre altura de llenado y la altura del producto final. Los productos
secos finales que no contaban con una estructura fisica definida se descartaron.

3.4 Determinacion del porcentaje de viabilidad

Se determind el nimero de células previo al congelado, luego de la liofilizacién y luego
de la prueba de estabilidad acelerada como unidades formadoras de colonia por mililitro
(ufc/mL). En el caso de E.coli L10, P.aeruginosa L10 y B.anthracis L10G1 se realiz6
luego del congelado. En el caso de las muestras ya liofilizadas previo a la determinacion
de las ufc, se reconstituy6 colocando 2 mL de medio de cultivo NB y se dejé hidratar un
minuto y luego se resuspendid lentamente hasta lograr una mezcla homogénea.

Procedimiento:

Se colocod 100 pl de la muestra en 900 pl de suero fisiologico (NaCl 0,9% en agua
destilada) esterilizado a 121°C durante 15 minutos (dilucién 107). Se realizaron
diluciones seriadas desde 10 a 10 en suero fisiologico y se sembraron 100 pl de cada
una de las muestras en placa de TSA. Se incub6 a 37°C durante 16hs. Se seleccionaron
las placas que presentaban entre 30-300 colonias y se calcul6 las unidades formadoras de
colonias por mililitro (ufc/mL):

1
dilucion X volumen de sembrado(mL)

ufc/mL = n° de colonias en placa x

Luego, a partir de las ufc/mL se calcul6 la viabilidad, utilizando la ecuacion:

m final
Viabilidad(%) = rxloo
—inicial
mL

22



3.5 Prueba de estabilidad
Colocar dos viales de cada lote liofilizados y sellados en la estufa a 37°C durante 5 dias.
3.6 Andlisis estadistico

En primer lugar se analiz6 si los datos de los recuentos celulares cumplian con los
supuestos para aplicar estadistica paramétrica, para ello se analiz6 si los datos seguian
una distribucion normal a través del test de Kolmogorov-Smirnov utilizando la correccion
de Lilliefors. Por otro lado, se analizé la homogeneidad de varianza mediante el test de
Levene. En los casos en que no se cumplian con los supuestos paramétricos, se aplico una
transformacion de los datos log (ufc/mL) y se repitieron los estudios de normalidad y
homogeneidad de varianza. En los casos que los datos cumplieron los supuestos
paramétricos se utilizé el test de ANOVA, cuando los datos fueron no paramétricos se
utilizé el test de Kruskal Wallis, con posterior analisis pareado con el test de Mann
Whitney.

En todos los casos se establecid que los valores de p menores a 0,05 eran significativos.
Los analisis de normalidad y los diagramas de cajas se realizaron utilizando el software
Gnumeric 1.10.9. Los demas test estadisticos se realizaron utilizando software PAST
version 2.15 (40).

3.7 Diagrama de flujo del proceso

Se elabor6 un diagrama de flujo del proceso incluyendo sus puntos criticos. Ver Anexo
1.
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4 Resultados Obtenidos
4.1 Crecimiento de cepas bacterianas y Control de identidad.

Se constato la pureza de las cepas cultivadas, en todos los casos se observo un solo tipo
de morfologia a nivel de colonia el cual coincidio con el esperado ya que en el caso de
E.coli se observaron colonias circulares con elevacion, de tamafio pequefio, textura lisa,
y trasluciente; en el caso de P.aeruginosa se observaron colonias redondeadas y aplanadas
de color apenas verdoso, y en el caso de B.anthracis se esperan colonias blanco-grisaceas,
opacas y de borde irregulares (Figura 5).

Figura 5. Colonias obtenidas mediante la técnica de recuento en placa de TSA.
A.P.aeruginosa, B. B.anthracis, C. E.coli

La observacidn al microscopio de las células a las que se les realizo la tincion de gram,
mostraron también que las colonias estaban puras y que la morfologia coincidia con la
esperada (Figura 6).

Figura 6: Visualizacién microscépica de la tincion de gram. A. E.coli, bacilos gram negativos.
B. P.aeruginosa, bacilos gram negativos. C. B.anthracis, bacilos gram positivos.

Los medios de crecimiento selectivo y/o diferencial permitieron verificar la identidad de
los microorganismos. Los resultados obtenidos concordaron con lo esperado ya que para
el caso de E.coli en MCC se observaron colonias rojas y en TSI se observd fondo y
superficie amarillo, presencia de gas y produccion de acido sulfhidrico positivo. En
cuanto a P.aeruginosa en AC se observaron colonias amarillo verdosas o marrones
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amarillentas y en TSI se observo fondo y superficie rojo, ausencia de gas y sin produccion
de &cido sulfhidrico.

4.2 Aspecto fisico del producto, determinacion del porcentaje de viabilidad y analisis
estadistico.

4.2.1 Aspecto fisico y reconstitucion de los viales.

Una caracteristica evaluada en este trabajo fue el aspecto fisico de los productos secos
finales como parametro indicativo de una correcta liofilizacion.

Se comenzo evaluando el aspecto fisico obtenido a distintos tiempos de liofilizacion. Esto
se realizo utilizando como lioprotector L10 y los tiempos evaluados fueron 24 y 48 horas.
Se observo que los productos liofilizados durante 48 horas presentaban una estructura con
grietas (Figura 7) mientras que los liofilizados durante 24 horas contenian una estructura
definida y uniforme (Figura 8), razdn por la cual se continud trabajando con este tiempo
de liofilizacion.

Figura 7. Producto liofilizado de

E.coli liofilizado en L10 durante 48 Figura 8. Producto de E.coli con
hs. presentando una estructura con aspecto esperado utilizando L10 como
grietas. lioprotector liofilizado durante 24 hs.

En los casos de los productos liofilizados utilizando L10 y L20, L10G1 y L20G1 y
L.10S10 se observo como resultado una torta con aspecto esperado de estructura definida,
superficie concava y de color blanco amarillento. A su vez presentaron un leve
encogimiento y se observo material residual adherido a las paredes del vial (Figura 8). En
cuanto al brillo, las tortas formuladas Unicamente por leche (L10 y L20) resultaron
opacas, en comparacion con aquellas que contenian una mezcla de lioprotectores que
presentaron un aspecto mas brilloso (Figura 9).
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Figura 9. Productos liofilizados
durante 24 hs. utilizando distintos
lioprotectores. A la izquierda E.coli
L10, a la derecha E.coli L10S10.

Por otro lado, los productos liofilizados utilizando como medio lioprotector L10G10
resultaban en una estructura no definida con espuma esparcida por todo el vial, no
cumpliendo con las caracteristicas esperadas (Figura 10). Por este motivo, esta
formulacion fue descartada.

Figura  10.  Productos
liofilizados de P.aeruginosa
durante 24 hs. utilizando
L10G10 como lioprotector.

En cuanto a los productos secos utilizando Unicamente S10 como lioprotector, al finalizar
la liofilizacion presentaron una estructura definida con superficie concava, opaca y de
color blanco, cumpliendo con el aspecto esperado. A su vez, se observd un leve
encogimiento y una minima cantidad de material residual adherido a las paredes. Sin
embargo, luego de someterlos a la prueba de estabilidad acelerada estos sufrieron un
notorio encogimiento (Figura 11).
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Figura 11. Productos secos liofilizados en presencia de sacarosa durante 24 hs. A.
P.aeruginnosa luego de la liofilizacién. B. P.aeruginosa luego de la prueba de
estabilidad acelerada.

Para la reconstitucion, se utilizo en todos los casos medio de cultivo NB. Cabe mencionar
que aquellos productos que dentro de su formulacion contenian leche al 20% (L20 y
L20G1) presentaban mayor dificultad a la hora de reconstituir que los formulados con
leche al 10% (L10, L10G1 y L10S10) o los formulados utilizando Gnicamente sacarosa
(S10).

4.2.2 Efecto del paso de congelado en la viabilidad celular

Se evalud la pérdida de viabilidad durante el paso de congelado a -80°C. El nimero de
células/mL luego del congelado se determind descongelando a temperatura ambiente un
vial del lote a liofilizar.

En la grafica 1 se puede observar que la diferencia entre la cantidad de células (ufc/mL)
previo al paso de congelado y luego del mismo no son notorias. Esto se confirmé
mediante test estadistico y se observo que no existian diferencias significativas (E.coli,
MannWhitney p=0,2539, P.aeruginosa, Mann Whitney p=0,4857, B.anthracias, Mann
Whitney p=0,0971) Cabe destacar que este estudio se realiz6 para las formulaciones
E.coli L10, P.aeruginosa L10 y B.anthracis L10G1.
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Gréfica 1: Efecto del paso de congelado. Comparacion de cantidad (ufc/mL) antes y
después de congelar para cada cepa. Test estadistico aplicado Mann Whitney (MW).

4.2.3 Recuperacion de microorganismos post-liofilizacion

En primer lugar se evalué si existian diferencias en la recuperacion de microorganismos
utilizando distintos tiempos de liofilizacion, 24 horas y 48 horas Este estudio fue realizado
para el caso de E.coli en L10. Al comparar los recuentos celulares entre los liofilizados
durante 24 horas y los liofilizados durante 48 horas no se observaron diferencias
significativas (Mann Whitney, p=0.2703). Estos resultados soportan que el tiempo
utilizado para el resto de las liofilizaciones haya sido 24 horas (Figura 7 y 8).

Se evalud el comportamiento de P.aeruginosa, E.coli y B.anthracis en distintos medios
lioprotectores. Se analiz6 mediante diagrama de cajas los porcentajes de viabilidad
obtenidos en los distintos tratamientos realizados para los distintos microorganismos en
estudio.
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En el caso de P.aeruginosa se encontrd que existian diferencias significativas (Kruskal
Wallis, p=0,006) en los porcentajes de viabilidad comparando los diferentes
lioprotectores. Las formulaciones combinadas L10G1 y L10S10 tuvieron porcentajes de
viabilidad significativamente mayores que los logrados con L10 y L20 (Mann Whitney,
p<0,05 en todos los casos). Para el caso de L20G1 no se encontraron diferencias
significativas al compararlo con L10 y L20 (Mann Whitney, p>0,05). A su vez, se
confirmd la tendencia observada en el diagrama de cajas (grafica 2) donde se puede
observar que aquellas formulaciones conteniendo mezclas de lioprotectores logran
alcanzar mayores viabilidades. En cuanto al numero de células, se partio de una
concentracion de células de 10° ufc/mL aproximadamente y al utilizar las formulaciones
con mejores porcentajes de recuperacion se obtuvo al menos 108 ufc/mL.
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Gréfica 2: Porcentaje de viabilidad de P.aeruginosa considerando el logaritmo de los recuentos
celulares (ufc/mL) antes y luego de liofilizar durante 24 hs. para cada medio lioprotector formulado.
Existen diferencias significativas en los porcentajes de viabilidad utilizando el test no paramétrico
Kruskal Wallis (p=0,006). Las lineas indican los casos en los que existian diferencias significativas
utilizando Mann Whitney (p<0,05).

Al evaluar los porcentajes de viabilidad de E.coli con los distintos lioprotectores se
observd que existian diferencias significativas (Kruskal Wallis, p=0,03). En la gréfica 3
se puede destacar que los porcentajes de viabilidad alcanzados con L10S10 y L10G1 son
mayores que los presentados por el resto de lioprotectores utilizados. Al evaluar par a par
solo se encontraron diferencias significativas entre L10G1 y L20 (Mann Whitney,
p=0,04). En cuanto al nimero de células, se partio de una concentracion de 10° ufc/mL y
en el caso de L10S10 y L10G1 se mantuvo el orden.
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Gréfica 3: Porcentaje de viabilidad de E.coli considerando el logaritmo de los recuentos celulares
(ufc/mL) antes y luego de liofilizar durante 24 hs. para cada medio lioprotector formulado. Existen
diferencias significativas en los porcentajes de viabilidad utilizando el test no paramétrico Kruskal
Wallis (p=0,03). Las lineas indican los casos en los que existian diferencias significativas utilizando

Mann Whitney (p<0,05).

Al probar E.coli y P.aeruginosa utilizando S10 como lioprotector, inmediatamente
después de liofilizar se obtuvieron resultados satisfactorios de viabilidad, bajando
nicamente un orden de células, partiendo de un orden de 10° ufc/mL. Sin embargo, como
se menciono anteriormente no cumplian con el aspecto fisico deseado luego de la prueba
de estabilidad y por lo tanto este lioprotector fue descartado.

En el caso de B.anthracis no se observaron diferencias significativas entre los porcentajes
de viabilidad de las formulaciones utilizadas (L20G1 y L10G1l) (Mann Whitney,
p=0,7526). Cabe mencionar sin embargo, que al observar el diagrama de cajas, los lotes
analizados de L10G1 presentaron una menor variabilidad lo que se refleja en una menor
dispersion de los datos en comparacion con lo obtenido con L20G1 (Gréfica 4). Por lo
tanto, existiria una tendencia a una mayor reproducibilidad. En cuanto al namero de
células, se partio de una concentracion de células de 108 ufc/mL y en todos los casos se
mantuvo el orden.
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Gréfica 4: Porcentaje de viabilidad de B.anthracis considerando el logaritmo de los recuentos celulares
(ufc/mL) antes y luego de liofilizar durante 24 hs. para cada medio lioprotector formulado. No existen
diferencias significativas en los porcentajes de viabilidad utilizando el test no paramétrico Mann
Whitney (p=0,7526).

Con el fin de visualizar el comportamiento de diferentes cepas bajo el mismo tratamiento
se realizaron diagramas de cajas (Gréafica 5). Esto se realizd Gnicamente para L10G1 y
L20G1, ya que estos tratamientos fueron realizados en todas las cepas en estudio. Como
se puede observar en la grafica 5, en todos los casos se alcanzan viabilidades superiores
al 90%, igualmente se puede destacar que frente a un pequefio cambio en la concentracion
de leche las cepas mostraron distinto comportamiento. En L20G1 se puede observar que
existe una tendencia a que B.anthracis alcanza mejores resultados en cuanto a la
viabilidad celular. Sin embargo, para el caso de L10G1 los mejores resultados se obtienen

con E.coli.
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Gréfica 5. Porcentaje de viabilidad de B.anthracis, E.coli y P.aeruginosa considerando el
logaritmo de los recuentos celulares (ufc/mL) antes y luego de liofilizar durante 24 hs. para
L10G1y L20G1.
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4.2.4 Prueba de estabilidad

Al evaluar el efecto del almacenamiento a largo plazo en la viabilidad celular se realizé
una prueba de estabilidad acelerada en la cual se sometieron los viales a 37°C durante 5
dias. No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de viabilidad entre las
formulaciones analizadas (P.aeruginosa, Kruskal Wallis p=0,2262; E.coli, Kruskal
Wallis p= 0,360; B.anthracis, Mann Whitney p= 0,8345) (Grafica 6).
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Grafica 6: Porcentaje de viabilidad considerando el logaritmo de los recuentos celulares medidos en
ufc antes y después de la prueba de estabilidad acelerada. Se aplicaron los test de Kruskal Wallis y
Mann Whitney. A. E.coli (KW, p=0,360), B. P.aeruginosa (KW, p=0,2262), C. B.anthracis (MW, p=

0,8345).
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Por otro lado se pudo comprobar que en caso que los viales no fuesen sellados
correctamente al vacio, su viabilidad luego de la prueba de estabilidad acelerada
disminuia bruscamente, reduciendo asi su recuento celular por lo menos 3 érdenes con
respecto al recuento luego de la liofilizacion.

En la grafica 7 se realizd una comparacion entre la viabilidad obtenida luego de liofilizar
y luego de la prueba de estabilidad acelerada, tomando como 100% la viabilidad obtenida
post-liofilizacion. Se puede observar para el caso de E.coli que todos los casos
presentaron resultados mayores al 90% tanto luego de liofilizar como luego de la prueba
de estabilidad, por lo tanto se puede apreciar que mostro un comportamiento estable. En
cuanto a P.aeruginosa, si bien no mostro resultados de viabilidad tan altos como E.coli,
igualmente muestra altas tasas de recuperacion, destacandose la mezcla de lioprotectores
L10G1, la cual resulto en un producto mas estable con respecto al resto de las
formulaciones. Por ultimo, B.anthracis mostro resultados exitosos en cuanto a la
viabilidad celular, observando que los dos lioprotectores ensayados permitieron obtener
un producto estable con altas tasas de recuperacion celular luego de la prueba de
estabilidad.

E.coli

95%
93/6
92%
B. anthracis
95% 99% 95% 100%

L10G1 LZOG 1 L10s10

v

P.aeruginosa

U 110G1 120G1
% de viabilidad(log{Ufc/ml})
recuperado Post-liofilizacion
. fade viabilidad(log{Ufc/ml))
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L10G1 L20G1  L10S10 acelerada

Gréfica 7: Comparacion entre la viabilidad luego de liofilizar y luego de la prueba de estabilidad
acelerada. Se toma como 100% la viabilidad obtenida post-liofilizacion.
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Teniendo en cuenta estos resultados, todos los lioprotectores ensayados permitieron
formular un producto estable con capacidad de conservacion. Por otro lado, las
diferencias entre los lioprotectores son méas notorias en los porcentajes de viabilidad
obtenidos post- liofilizacién, mostrando mayores tasas de recuperacion célula aquellas
formulaciones compuestas por una mezcla de lioprotectores. Este anélisis permitio tener
una perspectiva del comportamiento del producto liofilizado luego de pasado un afio en
condiciones normales.
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5 Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo poner a punto un protocolo de liofilizacién que
permita preservar el cepario a partir de los cuales se producen los antigenos vacunales en
la empresa Laboratorios Microsules. Como microorganismos modelos se utilizo la cepa
E.coli ATCC® 8739, P.aeruginosa ATCC® 9027 y la cepa sterne B.anthracis. A su vez
se evalud la estabilidad de los productos liofilizados.

La liofilizacién es un método conveniente y relativamente sencillo para la preservacion
de bacterias. La tolerancia a este proceso depende de la especie, del medio lioprotector,
del estado fisiologico de las células, la concentracion inicial celular, la velocidad de
congelado, los pardmetros del ciclo de liofilizacién y las condiciones de rehidratacion
(26). El presente trabajo se enfoco en el estudio de diferentes férmulas de lioprotectores
para las cepas mencionadas anteriormente.

La formulacion es un paso clave ya que diversos trabajos han mostrado que el uso de
lioprotectores permite mejorar la recuperacion de microorganismos luego de liofilizados.
Se ha visto que su uso aumenta la viabilidad celular en hasta tres unidades logaritmicas
en comparacion a los microorganismos resuspendidos en agua (26, 41). De todos modos
es esperable que haya una disminucion en el recuento de células viables luego de la
liofilizacion en comparacion con el cultivo de partida, debido al estrés sufrido (34). El
porcentaje viabilidad no es el Unico pardmetro importante o Gtil a la hora de evaluar la
efectividad del proceso de liofilizacidn, es importante también considerar el recuento
celular post liofilizacién. Cuando el fin de los microorganismos liofilizados es que actlen
como iniciadores de un cultivo es suficiente con que las cepas liofilizadas sean capaces
de dar lugar al mismo con las mismas caracteristicas fenotipicas y genotipicas que el
cultivo inicial (42). Considerando que el fin del presente trabajo es generar bancos
bacterianos maestros y de trabajo, se puede apreciar que el nimero de células alcanzado
en el producto liofilizado en todos los casos es un nimero aceptable para dicho objetivo.

Durante la liofilizacion las bacterias son sometidas a estreses como la congelacion y la
desecacion. Un parametro a tener en cuenta es el modo y la temperatura de congelado, se
han planteado diversas metodologias para el congelado de los microorganismos previo a
la liofilizacién (17, 26, 27). Uno de los métodos utilizados es la congelacién a -80°C (18,
34). En el presente trabajo se utilizo esta temperatura para el paso de congelado, dicho
paso no resultd ser un punto critico del proceso lo que concuerda con el estudio realizado
por Ming et al. (2009). En dicho estudio se concluye que -80°C es una temperatura éptima
para mantener la viabilidad celular ya que el congelado a estas temperaturas potencia la
velocidad de nucleacion, dando como resultado cristales de tamafio pequefio lo que reduce
el dafio en la membrana celular (35).

Al evaluar la capacidad lioprotectora de la leche en polvo descremada reconstituida al
10% y al 20% no se observaron diferencias estadisticas en la viabilidad, si bien si se pudo
apreciar una tendencia a obtener mayor viabilidad al utilizar L10. Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Berner et al. (2006) donde obtienen mejores resultados
utilizando leche al 10% que utilizando leche al 15% (18). En el proceso de liofilizacion
la leche juega un rol importante en la creacidon de una estructura porosa en el producto
liofilizado, lo que facilita la rehidratacion (22). Con respecto a la reconstitucion del
producto seco, cabe destacar que resultd mas facil de reconstituir aquellos productos
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formulados con leche al 10% (L10, L10G1 y L10S10) en comparacion al 20% (L20 y
L20G1).

Otro lioprotector comunmente utilizado es la sacarosa, la misma actda estabilizando las
membranas y las proteinas (35). En estudios realizados por Leslie, et al. (1995) concluyen
que E.coli y Bacillus thuringiensis en presencia de sacarosa muestra tolerancia a la
liofilizacion (34). Los resultados de este trabajo mostraron una buena recuperacion post
liofilizacion al utilizar sacarosa al 10% como lioprotector. Sin embargo, durante el estudio
de estabilidad, el producto no cumplio con el aspecto fisico deseado, por lo cual se
descarto el uso de dicha formulacion.
Esto se relaciona con el estudio realizado por Zayed, et al. (2004), donde usando sacarosa
al 4% sostienen que si bien el producto luego de liofilizado en presencia de sacarosa
muestra rango aceptables de viabilidad, la misma disminuye bruscamente en la etapa de
almacenamiento (41).

Una forma de mejorar tanto la viabilidad como la estructura fisica de un producto
liofilizado es mezclar diferentes lioprotectores (18). En este trabajo se realizaron mezclas
de leche descremada con sacarosa Yy leche descremada con glicerol a distintas
concentraciones. En estudios realizados por Zayed et al. (2004), obtuvieron mejores
resultados al utilizar mezcla de leche y sacarosa en comparacion a utilizarlos cada uno
por separado (41). A su vez, un estudio de liofilizacion publicado por Abadias et al.
(2000) para Candida sake mostraron que formular con 10% de leche descremada en
combinacidn con 10% de sacarosa tiene un efecto protector mayor que al utilizar sacarosa
sola (27). Esto concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, donde la mezcla
de leche con sacarosa dio mejores resultados en cuanto a la viabilidad celular en
comparacion a cuando se utiliza solo leche o solo sacarosa. La solucion solo se ensay6
para E.coli y P.aeruginosa, seria interesante evaluar el desempefio de este lioprotector
para B.anthracis. Como se mencion0 anteriormente, otra mezcla de lioprotectores
utilizada en este trabajo fue leche mas glicerol. En estudios realizados por Lijin Huang,
et al. (2006) afirman que esta interaccién da como resultado una alta viabilidad luego del
proceso de liofilizacion (22). Esto concuerda con lo observado en este trabajo, donde los
porcentajes de viabilidad con L10G1 presentaron diferencias significativas en
comparacion con aquellos que fueron liofilizados con L10 y L20. En el presente trabajo
se utiliz6 L10G1, L20G1y L10G10. En el caso de liofilizar utilizando L10G10 el aspecto
fisico obtenido no fue el deseado ya que la muestra alcanzé su punto de ebullicion durante
el proceso, las propiedades fisicas de esta formulacion no fueron adecuadas para soportar
el proceso de liofilizacion. Debido a esto se decidio bajar la concentracion de glicerol de
10% a 1% en formulaciones posteriores. Esto apoya lo mencionado por Abadias et al.
(2000) que afirma que el incremento de la concentracion del glicerol del 1% al 10% no
es conveniente ya que no se obtiene un producto completamente seco (27). A su vez, estos
resultados concuerdan con lo mencionado por Ming et al. (2009) donde afirman que la
alta concentracion de agentes protectores no siempre es deseable cuando se utiliza una
mezcla de agentes de proteccion (35). Se puede observar que un pequefio cambio en la
concentracion de leche descremada genera una variacion en los resultados.

Como se pudo observar, leche al 10% ya sea con glicerol al 1% o con sacarosa al 10%
actian como adecuados lioprotectores, alcanzando altas tasas de recuperacion. Debido a
que el lioprotector L10G1 tuvo un buen desempefio para todas las cepas analizadas, seria
importante evaluar dicho lioprotector en el cepario de la empresa y corroborar su
efectividad en las cepas de interés para su implementacion. Es interesante seleccionar un
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lioprotector que tenga un buen desempefio para mas de un tipo de microorganismo, ya
que permite simplificar el proceso, reducir tiempos de manufactura y eventualmente
costos. Cabe recordar que el lioprotector L10S10 tuvo un correcto desempefio en
P.aeruginosa y en E.coli, siendo otro candidato a ser evaluado.

Uno de los objetivos principales de la generacion de bancos maestros y de trabajo es la
posibilidad de conservarlos a largo plazo. En vista de esto se evalud la estabilidad del
producto a través de una prueba de estabilidad acelerada. Los lioprotectores utilizados en
el presente trabajo lograron que los microorganismos fueran estables luego de la prueba.
A su vez, ninguno de los lioprotectores presentd diferencias estadisticamente
significativas en la viabilidad celular obtenida en las tres cepas utilizadas. Seria
importante realizar una prueba de estabilidad natural que permita corroborar lo observado
y a su vez establecer la vida Gtil de los bancos de trabajo. Cabe destacar que en el caso de
la prueba de estabilidad acelerada en B.anthracis se observo una tendencia a mantener su
viabilidad, esto puede deberse a que es un microorganismo esporulado.

Un factor a considerar en cuanto al almacenamiento de microorganismos liofilizados es
la actividad de agua del producto terminado. Para reducir el nimero de moléculas de agua
el proceso de liofilizacion y el sellado de los viales al vacio debe haber sido exitoso y asi
obtener un producto con el contenido de humedad deseado. A su vez, la actividad de agua
puede ser reducida almacenando a temperaturas de al menos 4°C (23). Se pudo comprobar
que el sellado al vacio y precintado es un punto critico para mantener la viabilidad durante
el almacenamiento, ya que viales no sellados correctamente mostraron una importante
reduccién en el nimero de células luego de haber pasado por la prueba de estabilidad
acelerada. Esto se relaciona con la hipotesis de que el proceso de liofilizacién causa un
dafio en la membrana de las células bacterianas que es reparado parcialmente cuando se
reconstituye con medio nutriente, pero al no sellarse al vacio la exposicion al oxigeno
convierte este dafio en irreversible (43). Cabe considerar que productos liofilizados adn
sellado al vacio presentan humedad residual y dicha cantidad esta relacionada con el tipo
de lioprotector utilizado (17, 23, 41).

Existen pardmetros que afectan la viabilidad del producto liofilizado que no fueron
tenidos en cuenta en este trabajo, como la edad del cultivo y las condiciones del medio
en el cual se crecen los microorganismos (15, 17, 24). Estos parametros se proponen como
puntos de partidas para realizar ajustes menores en el protocolo con el fin de lograr
mejores resultados.

Se logro obtener un protocolo de liofilizacion que sirva para la generacion de bancos de

trabajos y maestros para la conservacion de cepas bacterianas. A su vez, se determinaron
algunos puntos criticos del proceso de liofilizacion.
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6 Analisis Econdmico

En el presente trabajo el analisis econdmico no aplica debido a que el liofilizador utilizado
es a escala de laboratorio y no tiene un fin comercial. La liofilizacion de las cepas es un
evento esporadico que tiene como fin respaldar el cepario de la empresa siguiendo buenas
préacticas de laboratorio y utilizando mas de una técnica, en este caso la liofilizacion,
segun lo recomendado por la WFCC.
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7 Conclusiones

Se logré poner a punto un protocolo de liofilizacion para cepas bacterianas, el cual fue
provisto a Laboratorios Microsules.

Los productos liofilizados presentaron un correcto aspecto fisico, de facil rehidratacion,
con altas tasa de recuperacion celular y pasaron la prueba de estabilidad acelerada. Leche
descremada reconstituida al 10% mas glicerol al 1% y leche descremada reconstituida al
10% mas sacarosa al 10% fueron las mezclas de lioprotectores seleccionadas como
candidatas a ser probadas en el cepario de la empresa.
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9 Anexos

Anexo 1. Diagrama de flujo del protocolo de liofilizacion.
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Anexo 2. Protocolo del proceso.

A continuacion se muestra el Procedimiento Operativo Estandar entregado a la empresa
Laboratorios Microsules respetando el formato establecido.
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Codigo PRLB-077

m PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD Version 01

: ,,., ”,.i._,, PROTOCOLO DE LIOFILIZACION PARA BANCOS Vigente desde:

LAEREETIEE] MAESTROS Y DE TRABAJO Pagina 1 de 3
1. Objetivo

El objetivo de este procedimiento es definir un protocolo de liofilizacion para la creacion de
bancos maestros y de trabajo

2. Campo de aplicacion

Este procedimiento aplica a todos las cepas a conservar mediante el método de liofilizacion.

3. Responsables

Jefe de Control de Calidad
Analista de Control de Calidad

4. Definiciones

L10G1: leche descremada resonstituida al 10% mas glicerol al 1%

¥

Descripcion/operaciones
No aplica
5.1 Materiales

5.1.1 Equipamiento/instrumentos de trabaijo
- Estufaa37 t+1°C
- Freezer -80
- (Cabina de flujo laminar
- Autoclave
- Liofilizador
- Centrifuga
- Sellador

5.1.2 Reactivos/insumos
- Cepa a liofilizar
- Medio de cultivo
- Suero fisioldgico (0,9 g/L)
- Viales y tapones de butilo estériles
- Precintos

5.1.3 Vestimenta v flujos de personal y materiales
Ver PRLB-034

Las versiones impresas de este documento se consideran NO controladas a menos que estén selladas como Copia Controlada v rubricadas
por el responsable del sistema de documentacion.



Codigo PRLB-077

ﬁ- PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD =

4 J Version 01
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5.1.4 Habilidades del personal/entrenamiento

El personal técnico debe tener experiencia o un entrenamiento para este protocolo,
que incluya conocimientos sobre técnicas bioldgicas asépticas de laboratorio v
preparacion, correcto manejo, y desecho de agentes biologicos. El personal debe
ademas conocer los procedimientos y politicas de seguridad, asi como
entrenamiento en el uso de vestimenta y los equipos de laboratorios necesarios
listados en la seccion Equipamiento/instrumentos de trabajo.

5.2 Ejecucion de las pruebas
5.2.1 Cultivo bacteriano:

Crecer la cepa a liofilizar en 200 mL de su medio de cultivo correspondiente hasta alcanzar una
concentracién celular de 10° ufc/mL.

5.2.2 Preparacion del lioprotector 110G1(100 mL):
Preparar 95 ml de leche descremada al 10% vy esterilizar a 116°C, 15 minutos.
Preparar 5 mL de glicerol al 20% vy esterilizar a 121°C, 15 minutos
Mezclar ambas soluciones.

5.2.3 Procesamiento celular previo a la liofilizacion
Centrifugar 200mL del cultivo a 20°C durante 30 minutos a 4000qg.
Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 20mL de medio lioprotector.
Colocar 2 mlL de la preparacion en viales de vidrio previamente etiquetados y taparlos parcialmente
con tapones de butilo con muesca. Colocar los viales en el freezer a -80°C durante 24 horas.

5.2.4 Liofilizacion

Colocar la bandeja del liofilizador en freezer a -20°C al menos 1 hora antes de la liofilizacion
Encender el liofilizador y comenzar el enfriado del condensador presionando el boton AUTO (hasta
que alcance -60°C).

Retirar la bandeja del liofilizador del freezer, colocarla en el equipo vy colocar los viales congelados a
ser liofilizados, realizar este procedimiento lo mas rapido posible para evitar el descongelado de la
muestra.

Encender la bomba de vacdio.

Comenzar la liofilizacion presionandoe el boton AUTO, iniciando asi un ciclo predeterminado por el
equipo.

Detener la liofilizacion a las 24 horas, para ello en primer lugar cerrar al vacio los viales bajando la
tapa del liofilizador. Una vez sellados frenar la liofilizacion presionando el boton AUTO.

Retirar los viales del liofilizador y precintarlos.

Registrar en la bitacora asociada las horas de uso vy los lotes de los productos liofilizados.
Almacenar los viales a 4°C.

Las versiones impresas de este documento se consideran NO controladas a menos que estén selladas como Copia Controlada y rubricadas
por &l responsable del sistema de documentacién.
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5.3 Interpretacion de resultados

Evaluar color, brillo, estructura, encogimiento del producto seco final y la presencia o no de material
residual adherido a las paredes del vial y registrar.

6. Registros asociados
No aplica

7. Otros documentos asociados
No aplica
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