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 RESUMEN 

 
Pseudomonas fluorescens LFS, forma parte de la colección de cultivos bacterianos de 
la FES-IZTACALA, y se ha conservado en medio mínimo salino con diésel, a 4°C 
durante tres años. El propósito de este trabajo fue evaluar si la cepa LFS de P. 
fluorescens mantiene las características bioquímicas, de sensibilidad antimicrobianos 
y su capacidad de crecer en diésel sin un criopreservante y temperatura de no 
congelación. Se pudo obtener un cultivo puro y viable, comparte las mismas 
características bioquímicas y de sensibilidad a antimicrobianos que la cepa de 
primoaislamiento criopreservada a -20°C con glicerol en medio infusión cerebro 
corazón. Conservo la habilidad de crecer en medio mínimo salino con diésel como 
única fuente de carbono, aunque más lento que el cultivo bacteriano antes de 
colocarlo a 4°C. Las características bioquímicas preliminares demuestran que la 
bacteria no ha sufrido cambio a diferencia de la morfología colonial y sensibilidad 
antimicrobianos.  

 

 

ABSTRACT 

Pseudomonas fluorescens, is part of the bacterial culture collectionfrom FES-
IZTACALA (UNAM), and it has been conserved in to minimum saline with diesel to 
4˚C during three years. The purpose of this investigation was to evaluate if the strain 
LFS of P. fluorescens keeps its biochemical characteristics, as well as its antimicrobial 
sensitivity and its capacity of growing up in diesel without a cryopreservant and to 
non-frostbite. We were able to obtain a pure and viable culture, which shares the 
same biochemical characteristics and sensitivity to antimicrobials that the strain of 
first isolation cryopreserved to -20C with glycerol in infusion brain-heart. It 
conserved the ability of growing up in a minimum saline livelihood with diesel as its 
unique carbon source, but slower than the bacterial crop before putting it to 4°C. The 
preliminary biochemical characteristics prove that the bacteria haven’t suffered any 
change, unlike the colonial morphology and antimicrobial sensitivity. 
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Introducción 

El objetivo principal de cualquier colección de 
microorganismos es el mantenimiento de cultivos de 
reserva “stock” en estado viable y con características 
estables. La Colección de Cultivos Bacterianos de la 
Facultad de Estudios Superiores Iztacala (CCB-FESI), 
garantiza la viabilidad de más de 200 cepas bacterianas, 
que incluyen bacterias de origen humano, animal, 
agroforestal y de American Type Collection Culture 
(ATCC). Dependiendo de las actividades y objetivos de la 
CCB-FESI es el tipo de conservación que se utiliza. Los 
métodos de conservación empleados en el laboratorio 
son: almacenamiento a -20 y -70 y 4°C con 
crioconcervantes. La conservación en nitrógeno líquido a 
-196 °C se considera el mejor método de preservación, 
reduce las posibilidades de contaminación y mutaciones. 
El almacenamiento a las temperaturas de -70 y -20 
reduce efectos fenotípicos y cambios genéticos. Los 
microrganismos preservados en nitrógeno líquido 
comúnmente muestran altas velocidades de crecimiento 
y buena estabilidad de la cepa. Además, es un método 
relativamente sencillo, barato y se invierte poco tiempo 
(Novik et al., 2008-2009; Scales et al., 2014). Diversos 
factores son importantes para la criopreservación: 
cinética de criopreservación, condiciones de 
almacenamiento y recuperación, medio de cultivo, 
crioprotector, edad de la célula y tamaño de la población, 
todos ellos afectan la viabilidad y estabilidad de los 
cultivos bacterianos (Sánchez y Corrales, 2005). Algunas 
bacterias han presentado cambios si se alteran estas 
condiciones como las bacterias del genero Pseudomonas 
(Scales et al., 2014). 

Pseudomonas fluorescens es un complejo de especies 
bacterianas en forma de bacilos Gram-negativo, 
saprofíticas.Se pueden encontrar en ecosistemas 
acuáticos y en el suelo, no forman esporas y el rango de 
temperatura más favorable para su desarrollo es de 25 a 
30°C, aunque pueden crecer desde 5°C a 42°C (Pérez et 
al., 2015).En los últimos años ha habido un interés 
creciente en la capacidad de degradar diversos 
hidrocarburos por P. fluorescens(Wilson y Bradley, 1996; 
Abbasian et al., 2015; Montánchez et al., 2017; 
Krisdawati et al., 2018) siendo el origen de los aislados 
suelo, planta y ambiental. Lo que confirma el amplio 
potencial de esta especie para adaptarse a los cambios en 
las condiciones ambientales, tales como variacionesde 
temperatura y diversas fuentes de carbono, gracias a su 
metabolismo altamente versátil y la plasticidad de su 
genoma (Mazurier et al., 2015; Montánchez et al., 2017). 

En relación a lo anterior el laboratorio de Colección de 
Cultivos Bacterianos de la Facultad de Estudios 
Superiores Iztacala (CCB-IZTA) cuenta con varias cepas 
de P. fluorescens aisladas de lavados bronquiales de 
humano, una de estas con clave LFS, mostró la capacidad 

de crecer en diésel y producir ramnolípidos (datos no 
publicados), la cepa se mantiene en refrigeración (4oC) 
en medio mínimo salino y diésel al 1% desde hace 
aproximadamente 3 años.  Dado que P. fluorescens se le 
considera como una bacteria emergente, resulta 
relevante el estudio de la bacteria aislada de origen 
humano, en particular lo relacionado con los cambios en 
sus características fenotípicas.  

Por lo que el propósito de este trabajo fue evaluar los 
posibles cambios fenotípicos de la cepa LFS de 
Pseudomonas fluorescens aislada de un lavado bronquial, 
sensibilizada con diésel como única fuente de carbono 
para su crecimiento y almacenada en medio mínimo 
salino con diésel a 4oC. Para lo cual estudiamos el efecto 
de la temperatura, el medio de almacenamiento y el 
criopreservante en la viabilidad, morfología colonial y 
microscópica, características bioquímicas, sobrevivencia 
y crecimiento en diésel. 

Metodología 

Cepas bacterianas y Crioconservación de 
Pseudomona fluorescens 

Las cepas utilizadas en el presente estudio fueron 
proporcionadas por la Colección de Cultivos Bacterianos 
(CCBIZTA) de la FES-Iztacala UNAM. 

Se trabajaron con dos cepas de Pseudomonas fluorescens 
LFS, para indicar que fue un aislado de lavado bronquial 
de un paciente de un hospital de salubridad (García, 
2015) se le asignó el código de LFSH y a otra adaptada 
con diésel al 1% se le nombró LFSD.  Se utilizaron 
Klebsiella pneumoniae (M clave interna de CCB-Izta) y 
Escherichia coli (Ec4 clave interna) como cepas control 
de las pruebas bioquímicas, principalmente en relación a 
la fermentación de los carbohidratos (Mac Fadding, 
1993). Las cepas están almacenadas en congelación a -
20°C, con excepción de LFSD que se encuentra a 4°C, sin 
preservante. 

Activación de Pseudomona fluorescens 

Las bacterias se recuperaron de los cultivos 
crioconservados Se realizó un cultivo dePseudomonas 
fluorescens en medio BHI y se dejó crecer durante 24-48 
horas a 30°C ±2°C. Después del cual se estandarizó el 
tiempo de crecimiento a 24 h y 30°C. Se revisó pureza y 
morfología colonial.  

Características fenotípicas 

Descripción de morfología colonial y microscópica 

Una vez activadas las cepas se describió la forma y el 
color de las mismas.  Para la morfología microscópica se 
utilizó la técnica de tinción Gram. 
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Pruebas bioquímicas  

Se ejecutó una batería de pruebas bioquímicas de 
acuerdo a lo sugerido por Cowan y Steel en 1996. Se 
utilizó el citrato como única fuente de carbono, se 
percibió la presencia de las enzimas oxidasa y catalasa, 
metabolismo de oxidación-fermentación, producción de 
indol, fermentación de glucosa y lactosa, producción de 
gas y SH2en el medio agar de hierro de Kligler. También 
se examinó la movilidad de la bacteria mediante la 
prueba de gota pendiente. 

Sensibilidad antimicrobiana  

El ensayo de sensibilidad antimicrobiana estuvo de 
acuerdo al The Clinical & Laboratory Standards Institute 
(CLSI) 2018. Los antibióticos utilizados fueron: 
piperacilina tazobactam, ceftazidima, gentamicina (10 
µg), tobramicina (10 µg) y levofloxacina (5µg). 

Ensayo de crecimiento en diésel 

P. fluorescens almacenada en medio mínimo salino con 
diésel (MMS 1%): NaCl, KCl, MgSO4 7H2O, NH4NO3, 
KH2PO4 y Na2HPO4 2H2O, microelementos MgSO4, FeSO4, 
MnSO4, CaCl2, BaCl2, CuSO4, EDTA, H3BO3, NaHPO4, NaCl, 
KH2PO4 y NH4CL, desde el 2016 se reactivó en el mismo 
medio con diésel a 32°C 120 rpm y al llegar a la fase 
exponencial de crecimiento, se utilizó para el 
experimento de crecimiento en diésel. 

Se inocularon al 5% v/v matraces conteniendo 95 mL de 
medio mínimo salino (MMS), complementado con diésel 
al 1 y 4% v/v, 1% de glicerol, respectivamente, como 
única fuente de carbono, y sin fuente de carbono. Los 
cultivos se colocaron en agitación continua (120rpm) a 
300 C. Con una alícuota de 1ml de cada matraz a las 24, 48 
y 72 h se monitoreo el crecimiento bacteriano con 
espectrofotómetro a 620 nm. Al final del experimento se 
tomó una muestra de los matraces y se creció en agar Mac 
ConKey para visualizar morfología colonial y que se 
mantuvieran vivas las bacterias. El ensayo de 
crecimiento en diésel se llevó acabo de conformidad al 
trabajo de Luo et al. 2015. 

Los ensayos de sensibilidad y de crecimiento en diésel se 
replicaron cinco veces, se calculó el error estándar y 
análisis de ANOVA. 

Resultados y discusión 

Características fenotípicas 

Morfología y características bioquímicas de las cepas 

La congelación bacteriana es un método fisicoquímico 
que permite conservar microorganismos viables sin 
sufrir cambios genotípicos y fenotípicos, la bacteria debe 
adaptarse al nuevo ambiente, modificar la velocidad del 
metabolismo, conservar su viabilidad y evitar que los 

cristales de hielo formados por el cambio de temperatura 
del agua le ocasionen algún daño (Sánchez y Corrales, 
2005). La temperatura es relevante al momento de 
conservar cultivos bacterianos siendo -196 y -70C las de 
primera elección puesto que reducen la posibilidad de 
algún cambio. Estas temperaturas se logran gracias a los 
tanques de nitrógeno líquido o ultracongeladores, no 
obstante, para algunos laboratorios es más accesible 
tener congeladores con temperatura de -20C. En este 
sentido nosotros en un trabajo previo observamos que la 
viabilidad de tres cepas de Pseudomonas incluida la 
especie fluorescens no se vió afectada (Monsalvo-Reyes et 
al., 2018), el mismo resultado se percibió en las dos cepas 
bacterianas utilizadas para el presente estudio y 
resguardadas en el Laboratorio de Colección de Cultivos 
Bacterianos de la FES Iztacala (CCBIZTA).  

Algunos autores plantean que la congelación y 
descongelación puede causar daño oxidativo y por tanto 
mutagénesis; en ambas cepas P. fluorescens de 
hospital(LFSH) y P. fluorescens(LFSD)almacenada en 
diésel, cuando se comprobó el fenotipo como criterio de 
estabilidad genética, distinguimos cambios en el tamaño 
de la colonia crecida en agar Mac Conkey; para la cepa 
LFSH, se observaron colonias pequeñas redondas de 
color café claro con crecimiento a las 12 horas. Para la 
cepa de LFSD se percibieron colonias redondas de color 
café más grandes que la cepa LFSH, por lo que se verificó 
el crecimiento en medio Flo para la producción de 
pigmento (Fig. 1). Los marcadores bioquímicos y de 
morfología microscópica permanecieron iguales (Tabla 
1).  Ambos tienen forma bacilar, Gram negativos no 
fermentadoras y tienen activas las enzimas catalasa y 
oxidasa. Nuestros resultados están en concordancia con 
lo reportado por (Novik et al., 2009; Pérez-Reytor y Sosa, 
2010; Mputu et al., 2012). 

 
Figura 1. Morfología colonial de las cepas Pseudomonas 
fluorescens, A. aislada de lavado bronquial de un paciente de 
hospital (LFS) y criopreservada con suero fetal bovino, B.LFSH 
adaptada al crecimiento con diésel y almacenada a 4C sin 
protector (LFSD), C. LFSD crecida en medio Flo, se aprecia la 
producción de pigmento. 
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Tabla 1. Características bioquímicas y de movilidad de las 
cepasPseudomonas fluorescens H y D. *Cepas control en las 
pruebas bioquímicas. 

 

 

Características de sensibilidad antimicrobianos 

En cuanto a la prueba de sensibilidad a antimicrobianos, 
la cepa de Pseudomonas fluorescens no pierde su 
sensibilidad a los antibióticos utilizados, Piperacilina-
Tazobactam, Ceftazidima, Gentamicina, Tobramicina y 
Levofloxacina, estos pertenecen al Grupo A según la guía 
2018 del Instituto de Estándares Clínicos y de 
Laboratorios (CLSI por sus siglas en inglés) que son los 
antimicrobianos de primera elección en las pruebas de 
sensibilidad para el género Pseudomonas. 

Las cepas LFSH y LFSD de P. fluorescens presentaron 
inhibición del crecimiento ante los cinco antibióticos 
probados (Fig. 1).  Los antimicrobianos tobramicina y 
gentamicina provocaron mayor inhibición en la cepa 
LFSH, no hubo diferencias en los piperacilina-
tazobactam, ceftazidima y levofloxacina. Para la cepa 
LFSD, levofloxacina inhibió en mayor grado el 
crecimiento, en los antibióticos restantes no se 
advirtieron diferencias. El efecto de inhibición de 
gentamicina y tobramicina sobre crecimiento de LFSD 
disminuyeron, por lo contrario de levofloxacino. Las 
diferencias significativas se observaron con base al 
análisis estadístico con una p 0.05. 

Es importante resaltar que los halos de inhibición para 
los 5 antibióticos, fueron de mayor diámetro al sugerido 
por la CLSI para clasificar como “sensible”; siendo 21mm 
para piperacilina-Tazobactam, 18 mm para Ceftazidima, 
15 mm para Gentamicina, 15 mm para Tobramicina y 17 
mm para Levofloxacina. Por lo que no muestra 
resistencia adquirida a pesar de ser una cepa originaria 
de un hospital, al contrario de lo que Trivedi et al 
reportaron en 2015; que Pseudomonas fluorescens 
sevolvió resistente a diversos antibióticos entre ellos 
ceftazidima y piperacilina, utilizados también en este 
trabajo, y con sensibilidad intermedia ante el antibiótico 
Tobramicina. Empero no hay que subestimar el cambio 
en la sensibilidad a levofloxacina para la cepa LFSD. 

 

Figura 2.  Sensibilidad de las cepas 
Pseudomonasfluorescens, LFSH y LFSD a cinco 
antibióticos.  Promedio de cinco repeticiones y error estándar. 

Es conveniente mencionar que, en un estudio previo, 
encontramos que P. fluorescenscrecida en diéselLFSD y 
almacenada a -20C, no presentó cambios en las 
características bioquímicas y morfológicas, aunque fue 
más sensible a los mismos antibióticos estudiados en este 
trabajo (datos no reportados). En un estudio posterior 
sería interesante conocer si conserva la característica de 
utilizar el diésel como única fuente de carbono. 

Ensayo de crecimiento en diésel dePseudomonas 
fluorescens LFSD 

La capacidad de utilizar el diésel como única fuente de 
carbono por Pseudomonas fluorescens cepa LFSD se 
investigó por inocular la bacteria en medio mínimo salino 
(MMS) con diésel y monitorear el crecimiento por 
densidad óptica (DO620), en la figura 3 se puede observar 
que la cepa Pseudomonas fluorescens LFSD que se 
mantuvo almacenada a 4°C con diésel, tuvo crecimiento 
en MMS con glicerol odiésel.No hay diferencias 
significativas entre los tratamientos con glicerol y diésel, 
con una p=0.005.El crecimiento de la bacteria en MMS 
con diésel al 1 y 4% y glicerol al 1% se clasificó como 
crecimiento bajo, de acuerdo a Rhaman et al (2002) 
citado por Thalaiekhosani et al (2015), quienes 
jerarquizan el crecimiento bajo a DO600en el rango de 
0.21-0.40, moderado de 0.41-0.60, alto 0.61-0.80 y 
crecimiento excelente en el rango de 0.81-1.0.La 
capacidad de crecer en diésel de la cepa LFSD no se 
modificó, además al aumentar la concentración de diésel 
(4%) el crecimiento se mantuvo, los resultados coinciden 
con lo encontrado por Cabrefiga et al en 2014, quienes 
demostraron que diversas cepas de P. 
fluorescensmantuvieron la propiedad   de biocontrol 
sobre Erwina amylovora. 

Mayz y Manzi en 2017 reportaron el aislamiento de 
varias especies del género Pseudomonas de las raíces de 
leguminosas expuestas a contaminación por 
hidrocarburos, llamando a estas bacterias 
hidrocarburoclásticas. De acuerdo a los resultados de 
este trabajo, se comprobó la capacidad 
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hidrocarburoclastica de Pseudomonas fluorescens LFSD, 
ya que la cepa almacenada en refrigerador a 4°C con MMS 
con diésel desde 2016 creció después de 3 años 
degradando el diésel en concentraciones de 1% y 4% 
durante un tiempo prolongado, puesto queel incremento 
de la cantidad de bacterias se mantuvo al alza en 480 h 
incubación. Así mismo la cepa de Pseudomonas 
fluorescens LFSD no tuvo cambios fenotípicos aun 
estando en condiciones de estrés como lo fue la 
temperatura de preservación (4°C) y el diéselcomo 
fuente de carbono; a comparación de lo registrado por 
Trivedi et al en el 2015, que observaron cambios 
fenotípicos y alteraciones enzimáticas,propiciado por 
cambios genéticos, de tal suerte que se identificó como 
Vibrio fluvialisy Enterobacter cloacae en pruebas de 
biología molecular en lugar Pseudomonas 
fluorescens.  Nosotros esperamos que en un análisis 
molecular posterior las cepas utilizadas en este 
trabajando mantengan la ubicación taxonómica.  

 

Figura 3. Crecimiento de Pseudomonas fluorescens LFSD al 
1% y 4% con diésel como fuente de carbono. No hay diferencias 
significativas entre los grupos con excepción del crecimiento en 
medio mínimo salino sin fuente de carbono, p0.05 

La cepa de Pseudomonas fluorescens almacenada en 
refrigerador con diésel no mostró diferencia en cuanto a 
metabolismo, se ha demostrado en varios trabajos como 
el de Zanaroli et al., 2010 que la crioconservación no 
suele afectar a las bacterias metabólicamente hablando. 
Aunque algunos trabajos como el de Sánchez y Corrales 
en 2005 observaron que un cultivo de Pseudomonas 
fluorescenspresentó un periodo de crecimiento 
disminuido durante los primeros cultivos después de la 
reactivación del cultivo.  

El diésel no es un agente de conservación sin embargo 
este estudio demostró que Pseudomonas fluorescens 
LFSD se mantuvo viable durante 3 años a 4°C almacenada 
con medio mínimo salino.  Aun cuando la temperatura, 
fuente de carbono y nutrientes fueron atípicos a la usual 
conservación de cepas, el que la cepa LFSD conservará 
sus características, es el principal aporte del presente 
reporte. 

 

 

Conclusiones 

La cepa de Pseudomonas fluorescens almacenada en 
refrigerador con diésel no presentó diferencia en cuanto 
a metabolismo con la cepa del primer aislamiento, pero 
si una ligera variación colonial en tamaño. 

No se observaron cambios en la sensibilidad 
antimicrobiana. La actividad de biodegradación de diésel 
se mantuvo después de la criopreservación. La 
aportación principal de este trabajo es que demostró la 
viabilidad y conservación de P. fluorescens con diésel en 
medio mínimo salino, en preservación a 4°C. 
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