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RESUMO

Com o desenvolvimento biotecnoldgico e cientifico, surge a necessidade da preservacao de micro-
organismos em laboratério para fins de diagnostico, pesquisa ou ensino. Dessa forma, este trabalho
objetiva analisar a viabilidade de bactérias estocadas ha quatro anos, utilizando a técnica de
criopreservacéao. Foi avaliada a viabilidade de 70 isolados bacterianos, sendo 17 espécies de bactérias
Gram positivas e 53 bactérias Gram negativas, estocadas em tubos criogénicos contendo caldo Brain
Heart Infusion (BHI) e glicerol, mantidos em freezer a -20°C desde 2019. Para reativa¢géo dos isolados,
as suspensdes bacterianas foram descongeladas e semeadas em placas de Agar Mueller Hinton e o
restante do material em tubos contendo caldo BHI e incubado em estufa bacteriologica a 35°C por 24
horas. Os resultados demonstraram que 84,3% (59) das amostras apresentaram crescimento
satisfatorio e sem contaminacdo, sendo que as bactérias Gram negativas alcangaram a maior taxa de
viabilidade (84,9% - 45) em comparacao com as Gram positivas (82,3% - 14). Sendo assim, o presente
estudo demonstrou que o congelamento de bactérias em caldo BHI-glicerol a -20°C é uma técnica
eficaz para a conservacao de bactérias Gram negativas por longos periodos.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias. Estocagem de micro-organismos. Métodos de preservacao.

ABSTRACT

With the biotechnological and scientific advancements, the need for preserving microorganisms in
laboratories for diagnostic, research, or educational purposes arises. Thus, this study aims to analyze
the viability of bacteria stored for four years using the cryopreservation technique. The viability of 70
bacterial isolates was evaluated, including 17 species of Gram-positive bacteria and 53 species of
Gram-negative bacteria stored in cryogenic tubes containing Brain Heart Infusion (BHI) broth and
glycerol, maintained in a -20°C freezer since 2019. To reactivate the isolates, bacterial suspensions
were thawed and plated on Mueller Hinton Agar plates, while the remaining material was added to tubes
containing BHI broth and incubated in a bacteriological incubator at 35°C for 24 hours. The results
demonstrated that 84.3% (59) of the samples showed satisfactory growth without contamination, with
Gram-negative bacteria achieving a higher viability rate (84.9% - 45) compared to Gram-positive
bacteria (82.3% - 14). Therefore, this study demonstrates that freezing bacteria in BHI-glycerol broth at
-20°C is an effective technique for the long-term conservation of Gram-negative bacteria.

KEYWORDS: Bacteria. Storage of microorganisms. Preservation methods.
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RESUMEN

Con el desarrollo biotecnolégico y cientifico, existe la necesidad de preservar los microorganismos en
el laboratorio con fines de diagnéstico, investigacion o ensefianza. Asi, este trabajo tiene como objetivo
analizar la viabilidad de las bacterias almacenadas hace cuatro afios, utilizando la técnica de
criopreservacion. Se evalud la viabilidad de 70 aislados bacterianos, 17 especies de bacterias Gram-
positivas y 53 bacterias Gram-negativas, almacenadas en tubos criogénicos que contienen caldo de
Infusion Cerebral Corazon (IHB) y glicerol, mantenidos en un congelador a -20°C desde 2019. Para
reactivar los aislamientos, las suspensiones bacterianas se descongelaron y se sembraron en placas
de Agar Mueller Hinton y el resto del material en tubos que contenian caldo BHI y se incubaron en un
horno bacteriolégico a 35°C durante 24 horas. Los resultados mostraron que el 84,3% (59) de las
muestras mostraron un crecimiento satisfactorio y ninguna contaminacién, y las bacterias Gram-
negativas alcanzaron la mayor tasa de viabilidad (84,9% - 45) en comparacion con las Gram-positivas
(82,3% - 14). Asi, el presente estudio demostro que la congelacion de bacterias en caldo de BHI-glicerol
a -20°C es una técnica eficaz para la conservacién de bacterias Gram-negativas durante largos
periodos.

PALABRAS CLAVE: Bacterias. Aimacenamiento de microorganismos. Métodos de conservacion.

INTRODUCAO

Com o desenvolvimento biotecnolégico e cientifico, surge a necessidade da preservacéo de
micro-organismos em laboratério para fins de diagnéstico, pesquisa ou ensino (Oplustil et al., 2020).
Como cada micro-organismo apresenta peculiaridades intrinsecas, a escolha das formas de
manutencdo baseia-se na avaliacdo das caracteristicas fenotipicas, no comportamento de cada
espécie frente aos métodos de preservacdo, bem como nas vantagens e desvantagens de cada
técnica. Aquele que for capaz de preservar por mais tempo o0 maior nimero de géneros e espécies
possiveis sera o mais confiavel e tera preferéncia de uso sobre os demais (De Sousa et al., 2017).

Hodiernamente existem diversas técnicas de preservacdo a curto, médio e longo prazo, que
diferenciam entre si quanto ao tempo de conservac¢éo da viabilidade e das caracteristicas dos isolados,
como ainda quanto ao custo e tempo para execucdo. Como técnica de conservagdo a curto prazo,
temos o subcultivo periddico dos isolados microbianos, uma técnica simples e de baixo custo.
Entretanto, € uma técnica que demanda tempo, pode apresentar maior risco de contaminacao da
amostra devido a mdltiplos manuseios, além da possibilidade da perda das caracteristicas de
resisténcia e viruléncia dos isolados, como consequéncia do repique frequente (De Abreu; Tutuniji,
2004; Sola, 2011; Guo; Wei; Xu, 2020).

J& para conservacgdo a médio prazo, podemos citar a técnica de preservagcao em agar nutriente
acrescido de 6leo mineral, que atua para reduzir a quantidade de oxigénio disponivel para o micro-
organismo e, consequentemente, reduzir a taxa de multiplicacdo. Apesar de ser uma metodologia
simples, de facil execucdo e com baixo custo, pode ter como desvantagens a instabilidade genética do
micro-organismo e a demora no processo de reativacéo (Sola, 2011).

A criopreservacao € uma técnica de preservagado a longo prazo muito eficiente, podendo manter
viavel por anos diferentes tipos celulares, tais como: bactérias, fungos, células de animas e vegetais;
em temperaturas baixas (entre -20°C e -196°C). A formac®8es de cristais decorrentes do congelamento
pode causar injdrias na parede celular inviabilizando as amostras, para que isso ndo ocorra existem
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crioprotetores que sdo adicionados ao meio protegendo a célula de possiveis danos, dentre os quais
destacam-se: glicerol, dimetilsulféoxido (DMSO), metanol e etilenoglicol (Costa et al., 2009; Sola, 2011,
Jungare; Radha; Sreekanth, 2022).

Além desse método, existe também a liofilizagdo, uma técnica de exceléncia que mantém a
viabilidade de diversos tipos de espécimes por até 20 anos. Este procedimento se baseia na
conservagdo da amostra biolégica por meio da desidratagdo a vacuo. Apresenta como beneficios o
baixo risco de contaminacdo e mutacéo genética do material, além da utilizacdo de volume reduzido
para conservacéo, facilitando o armazenamento. Contudo, € uma técnica que necessita de pessoal
qualificado, equipamentos adequados, além de ser um método que demanda tempo e ter um alto custo
(Costa et al., 2009; Sola, 2011; Guo; Wei; Xu, 2020).

N&o hd um método de conservacao considerado ideal e universal, dessa forma, o laboratério
pode definir qual meio deve ser utilizado de acordo com as espécies de micro-organismos a serem
preservadas, viabilidade técnica, disponibilizacdo de recurso financeiro, tempo de necessidade de
armazenamento e finalidade para qual sera destinado a preservacdo. No entanto, é sabido que os
meios nutritivos devem ser evitados pois a preservagao visa reduzir o metabolismo do microrganismo
(Oplustil et al., 2020).

A criagdo de bacteriotecas vem se consolidando ao longo dos ultimos anos em instituicdes de
ensino e pesquisa. A garantia de sobrevivéncia de isolados bacterianos, bem como a conservacéo de
suas caracteristicas sdo primordiais na otimiza¢do de técnicas de preservagdo, ja que elas permitem
desenvolver conhecimentos multidisciplinares e promover maior qualidade no ensino pratico em
laboratério (Amorim; Oliveira; Costa, 2020).

Diante do exposto, e da necessidade da manutengdo de micro-organismos em laboratdrios de
microbiologia para fins de ensino e pesquisa utilizando um método viavel economicamente, e que
permita a preservacdo dos isolados a médio/longo prazo; o objetivo deste trabalho foi avaliar a
viabilidade de bactérias que foram armazenadas ha mais de quatro anos, utilizando a técnica de

criopreservagao.

MATERIAL E METODOS

Foi analisado a viabilidade de 70 isolados bacterianos sendo 17 amostras de bactérias Gram
positivas (Staphylococcus coagulase negativa [1], Staphylococcus warneri [1], Staphylococcus capitis
[4], Staphylococcus aureus [5], Staphylococcus epidermidis [2], Staphylococcus hominis [1] e
Enterococcus faecalis [3]) e 53 amostras de bactérias Gram negativas (Pseudomonas putida [1],
Pseudomonas aeruginosa [1], Serratia marcescens [7], Serratia liquifaciens [2], Stenotrophomonas
maltophilia [4], Klebsiella pneumoniae [6], Klebsiella oxytoca [2], Enterobacter aerogenes [12],
Enterobacter agglomerans [5], Escherichia coli [8], Enterobacter cloacae [2] e Acinetobacter baumannii
[3]), estocados em frascos contendo caldo Brain Heart Infusion (Sigma-Aldrich® - Estados Unidos)
acrescido de glicerol (Isofar - Brasil) e mantidos em freezer a -20°C desde meados de 2019. Os
espécimes bacterianos encontram-se armazenados no laboratério do Curso Técnico em Andlises
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Clinicas da Escola Técnica de Saude da Universidade Federal de Uberlandia e foram obtidos em
projetos de pesquisa desenvolvidos anteriormente no mesmo laboratério.

Para evitar danos as células microbianas, os tubos contendo as suspensdes bacterianas foram
descongelados totalmente, conforme descrito a seguir: apés retirar os tubos do freezer, as tampas
foram desrosqueadas para evitar aumento da presséo interna do tubo. Em seguida, eles foram
mantidos em banho-maria a 35-37°C até o descongelamento total das suspensées. Posteriormente, 10
uL da suspenséo foram semeados em placas contendo agar Miiller Hinton (Sigma-Aldrich® - Estados
Unidos) e o restante do material em tubos contendo caldo BHI. O material entéo foi incubado em estufa
bacterioldgica a 35°C por 24 horas. O crescimento bacteriano foi constatado pela visualiza¢do de
colbnias nas placas com agar Miller Hinton ou pela turvacao do caldo BHI.

Aliquotas de 10 pL das amostras que apresentaram crescimento apenas em caldo BHI foram
semeadas em outras placas contendo &gar sangue de carneiro 5% e incubado a 35°C por 24 horas. A
néo formagé&o de colbnias no meio solido e néo turvagdo do caldo BHI indicou auséncia de crescimento
microbiano e, consequentemente, perda da viabilidade do micro-organismo.

Para determinar a pureza dos isolados considerados viaveis, as caracteristicas morfolégicas
das colbnias foram avaliadas. Além disso, os isolados foram submetidos a avaliagdo microscépica apds
coloracé@o pelo método de Gram e a provas bioquimicas classicas para confirmar a identificacdo do
isolado em nivel de espécie e, assim, garantir a pureza dos mesmos (Oplustil et al., 2020).

As amostras que foram constatadas com contaminag¢do, foram submetidas a técnica de
isolamento. Para o isolamento, foi utilizado o meio seletivo Manitol (Isofar - Brasil) para as bactérias
Gram positivas e o Eosin Methylene Blue (EMB - Isofar - Brasil) para as bactérias Gram negativas. As
amostras que obtiveram sucesso no isolamento foram submetidas a confirmacgéo de espécie conforme
descrito anteriormente, e em seguida, foram armazenadas.

Os resultados foram apresentados na forma de tabela, sendo as informagbes sobre a
viabilidade dos isolados estocados e a pureza das suspensdes expressos em frequéncias absolutas e

relativas.

RESULTADOS

A maioria dos isolados estocados estavam viaveis e sem contaminacdo, sendo que 84,3% (59)
das amostras apresentaram crescimento satisfatorio, 10% (7) ndo apresentaram crescimento e 5,7%
(4) encontravam-se contaminadas com Bacillus sp., ndo sendo possivel recuperar os isolados apés
semeadura em meios seletivos. A frequéncia da viabilidade dos isolados de cada espécie esta

apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Viabilidade dos isolados bacterianos estocados em caldo BHI-glicerol a -20°C

) TOTAL Crescimento o
Espécie Gram Viabilidade % (N)
(N) (N)
Staphylococcus

coagulase negativa Positivo 1 Q) 100% (1)
Staphylococcus warneri Positivo Q) 100% (1)
Staphylococcus capitis Positivo 4 (4) 100% (4)
Staphylococcus aureus Positivo 3) 60% (3)

Staphylococcus N
. o Positivo 2 (2) 100% (2)

epidermidis

Staphylococcus hominis Positivo 1 (1) 100% (1)
Enterococcus faecalis ! Positivo 3 (2) 67% (2)
Pseudomonas putida Negativo 1 (1) 100% (1)
Pseudomonas aeruginosa Negativo 1 (1) 100% (1)
Serratia marcescens Negativo 7 @) 100% (7)
Serratia liquifaciens Negativo 2 (2) 100% (2)

Stenotrophomonas )
o Negativo 4 4) 100% (4)

maltophilia

Klebsiella pneumoniae ? Negativo 6 (5) 50% (3)
Klebsiella oxytoca 3 Negativo 1) 0% (0)
Enterobacter aerogenes Negativo 12 (1) 92% (11)

Enterobacter )
Negativo 5 (5) 80% (4)

agglomerans 3

Escherichia coli Negativo 8 (8) 100% (8)
Enterobacter cloacae Negativo 2 (1) 50% (1)
Acinetobacter baumannii Negativo 3 3) 100% (3)

Nota: ! 1 amostra contaminada com Bacillus sp., e o espécime microbiano foi reisolado
2 3 amostras contaminadas, sendo 2 com Bacillus sp. e 1 com Coccus sp. sendo essa Ultima

reisolada

3 1 amostra contaminada com Bacillus sp e néo foi possivel ser recuperada

As bactérias Gram negativas alcancaram a maior taxa de viabilidade (84,9% - 45) em

comparacéo com as Gram positivas (82,3% - 14). Dentre as Gram negativas 0s géneros Pseudomonas,

Serratia, Stenotrophomonas, Escherichia e Acinetobacter atingiram o percentual de 100% de

aproveitamento; ao passo que 0s géneros Klebsiella e Enterobacter oscilaram nesse mesmo critério,

alcancando 37,5% (3) e 84,2% (16) isolados viaveis, respectivamente. Em relacdo as bactérias Gram
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positivas, o género Staphylococcus, com excecao da espécie S. aureus (60% - 3), também alcancaram
100% de aproveitamento, enquanto o género Enterococcus atingiu 67% (2) de viabilidade.

Algumas amostras que apresentaram contaminagdo na reativagdo do estoque foram
recuperadas através da semeadura em meios seletivos para bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Alguns estoques de Enterobacter agglomerans (20% - 1), Klebsiella oxytoca (50% - 1),
Klebsiella pneumoniae (33,3% - 2) e Enterococcus faecalis (33,3% - 1), encontravam-se contaminados
por Bacillus sp. Além disso, uma amostra de Klebsiella pneumoniae estava contaminada com cocos

Gram-positivo.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa tém impacto econémico, social, ambiental, cientifico e
académico positivo, pois foi constatada a viabilidade da maioria dos isolados estocados ha mais de trés
anos, reforcando que a técnica de criopreservacdo em caldo BHI-glicerol pode ser adotada por
laboratérios de pesquisa e ensino, para o estoque e preservagdo de espécies bacterianas.

O presente estudo obteve 84,3% de amostras recuperadas apds quatro anos, estocadas em
caldo BHiI-glicerol. Saeki, Farhat e Pontes (2015) realizaram um estudo com espécies semelhantes
armazenadas em caldo BHI acrescido de glicerol a 20% e leite desnhatado a 15%, mantidos congelados
entre -10 a -20°C, e obtiveram uma frequéncia maior de viabilidade (100%) em amostras estocadas por
1 ano e 3 meses. Essa taxa elevada de viabilidade pode estar relacionada com o tempo reduzido de
estocagem (1 anos e 3 meses) em comparagado com os isolados avaliados neste estudo.

Outro estudo avaliou a efetividade de 328 leveduras de diversos géneros (Candida,
Cryptococcus, Trichosporon, Rodothorulla) criopreservadas em BHI e glicerol (20%) a -20°C, e os
resultados mostraram que apds o periodo de quatro anos 90,6% (144/159) das cepas foram
recuperadas; e apds os periodos de 3 anos e 3 anos e 6 meses verificou-se que 99% dos isolados
encontravam-se viaveis (Silva; Costa; Reche, 2008). Sendo assim, para a efetividade da técnica deve-
se considerar o tempo recomendado, o meio de cultura e criopreservador utilizado além do
equipamento utilizado para manter os isolados congelados. Isso, porque, freezers frost-free ndo sao
aconselhados devido a probabilidade de oscilacdo de temperatura, podendo implicar em danos
celulares ou modifica¢&@o das caracteristicas do microrganismo resultando em inviabilidade da amostra
(Oplustil et al., 2020).

Além das variantes mencionadas acima, outras podem ser importantes para a recuperacao de
estirpes na sua totalidade, tais como: temperatura de incubacédo, pH e composi¢do do meio de cultura
utilizado para o cultivo e recuperacdo da amostra, osmolaridade e aeracgédo, teor de agua e lipidio da
célula, tipo cepa, extenséo e estrutura celular, fase e taxa de desenvolvimento, além da técnica utilizada
no momento de descongelamento da amostra (Sola, 2011, apud Day; Mclellan, 1995; Costa et al.,
2009).

De acordo com Oplustil et al. (2020) as bactérias Gram-positivas podem ser armazenadas em
freezers a -20°C com os crioprotetores glicerol ou skim milk, jA as Gram-negativas podem ser
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armazenadas nas mesmas condicdes em meios com skim milk, glicerol, sacarose ou lactose. Nesse
sentido, através dos resultados encontrados tanto nos estudos mencionados anteriormente, como
nesta pesquisa, é possivel afirmar que o glicerol pode ser eficiente para preservagéo dos dois grupos
de bactérias, uma vez que a taxa de viabilidade encontrada foi alta.

O glicerol é um crioprotetor amplamente utilizado por ter um custo relativamente baixo, ser
eficaz e biocompativel com estruturas celulares. Além disso, ele faz parte da classe de crioprotetores

intracelulares, portanto, retarda o congelamento intracelular e reduz os efeitos danosos a parede

celular. Ademais, o glicerol pode ser menos téxico que alguns crioprotetores. Entretanto, estudos
recomendam que a concentragdo segura € de até 20%, acima disso pode ser nocivo aos
microrganismos (De Abreu; Tutunji, 2004; Frank; Simione, 1998; Sola, 2011).

Um estudo realizado com cultura pura de GP2 de Bacillus subtili e outros 10 isolados em
diferentes concentracdes de glicerol evidenciou que, de fato, a proporcdo de amostras recuperadas
quando as concentracdes do crioprotetor estavam a 15% foram maiores do que quando estavam a
30%, apresentando conformidade com os estudos supracitados (Bhattacharjee; Chrungoo; Joshi,
2021). Além disso, o descongelamento em banho maria a 37°C parece ser mais eficaz para a
restauracdo das amostras quando comparada ao descongelamento em temperatura ambiente
(Bhattacharjee; Chrungoo; Joshi, 2021; Jungare; Radha; Sreekanth, 2022).

Embora haja um avanco cientifico e tecnoldgico neste campo, foi encontrado um ndmero
reduzido de pesquisas que abordassem a criopreservacao de micro-organismos com glicerol de forma
geral. Nesse sentido, seria pertinente a realizacéo de pesquisas para compreender a fundo qual método
de conservagdo seria mais eficaz e para qual tipo de micro-organismos € mais adequado a sua
utilizacéo.

CONSIDERACOES

Este estudo encontrou um percentual superior a 80% de amostras bacterianas viaveis apés
quatro anos de armazenamento. Espécies de bactérias Gram negativas obtiveram uma taxa maior de
aproveitamento quando comparada com as espécies Gram negativas.

Dessa forma, o presente estudo demonstrou que o congelamento de bactérias em caldo BHI-
glicerol a -20°C é uma técnica eficaz para a preservacao de bactérias a médio prazo. Essa metodologia
pode ser considerada uma técnica de exceléncia e escolha, pois apresenta baixo custo e facil execugao
manuseio. Entretanto, deve-se ater a oscilacdes de temperatura, concentracdo do criopreservador e

tempo de armazenamento.
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