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PREFACIO DOS ALUNOS

O estudo dos seres microscopicos, de suas formas de organizacdo molecular, bem como
de suas interacBes com o0s demais organismos teve seu inicio no século XVII com a
participacdo importante do alemdo Antony Van Leeuwenhoek, criador do primeiro
microscdpio. Por meio de suas observacdes do que foi visualizado e que veio a chamar de
“animalculos”, Leeuwenhoek deu inicio ao descobrimento de todo este mundo invisivel até
entdo aos olhos da humanidade. Depois dele, com a contribui¢do de outros grandes nomes
como Louis Pasteur, Joseph Lister e Robert Koch (que, em seu segundo postulado, ja
defendia o registro do patdgeno apds seu isolamento em meio de cultura), a microbiologia
como a conhecemos hoje foi sendo construida. Hoje sabemos da importancia dos seres
unicelulares e da interagcdo patdgeno-hospedeiro para o desenvolvimento das mais diversas
doencas infectocontagiosas no organismo humano. Além disso, conhecemos, também, a
importancia de tais formas de vida para a pesquisa, realizacdo de processos industriais,
confeccdo de vacinas e para o desenvolvimento de organismos transgénicos, por exemplo.

Assim, durante o programa de monitoria em microbiologia, orientados por nossa
professora Dra. Tereza de Jesus Pinheiro Gomes Bandeira, percebemos que é de suma
importancia conhecer os processos de cultivo e manutencéo de cepas existentes e notamos a
necessidade de se produzir um material que pudesse servir tanto a discentes quanto a
docentes do ensino superior nas mais diversas areas de estudo. Nesse escopo, na presente
obra, buscamos introduzir o leitor as mais recentes e mais utilizadas modalidades de
manutencdo de cepas bacterianas, de maneira didatica e com linguagem simples, dividindo-
as em meios de preservacdo de curto, médio e longo prazo, contrapondo pontos positivos e
negativos de cada método. Ao fim deste volume, compilamos ainda um protocolo de
manutencdo de cepas para a aplicacdo em laboratorios de pequeno a grande porte, tanto para
0 uso didatico no ensino da microbiologia quanto para replicacdo de cepas na producao de
trabalhos cientificos no campo da pesquisa.

Esperamos, caro leitor, que esta obra possa contribuir para a sua formacao e a de tantos

outros amantes do conhecimento.



PREFACIO DO PROFESSOR - OBJETIVO DO LIVRO

As mudancas nas caracteristicas do ecossistema e o surgimento de geracGes sucessivas
sdo decorrentes do ciclo evolutivo natural do bioma terrestre, do carater transformador da
vida, da morte, decomposi¢do, e regeneracdo do bioma, consequéncias, entre outros
fenbmenos, da elevada taxa de crescimento dos microrganismos. Desse modo, € importante
conhecer e estabelecer processos de manutencao e preservacao de cepas microbioldgicas que
sejam capazes de manter, em um nivel aceitavel, as caracteristicas especificas das espécies.
Esses processos tém o objetivo de assegurar 0 uso comparativo em experimentos de
pesquisas na area de ensino da microbiologia ambiental, industrial e clinica. Com o objetivo
de conhecer os métodos de preservacdo de microrganismos validados e recomendados por
orgaos oficiais além das experiéncias exitosas publicadas, realizou-se um resumo de artigos
selecionados sobre o assunto para orientar um protocolo de manuseio, armazenamento e
preservacdo de cepas no ambito dos laboratorios integrados do Centro Universitario Christus
- UNICHRISTUS. Foi organizada uma revisdo bibliografica fundamentada em artigos
cientificos, guidelines e livros publicados sobre o tema. A revisdo de literatura foi realizada
com base no enfoque de Rosemary C. She e Cathy A. Petti, 2019 da ASM, American Society
for Microbiologists, sobre os métodos de preservacao de cepas que os classifica, de acordo
com o tempo de armazenamento maximo da cultura, em métodos de curto e longo prazo. A
maioria dos trabalhos escolheu 0 método de preservacdo com base no tipo de microrganismo
a ser cultivado, no propdsito e no tempo de uso esperado para a cultura. Como meios de
preservacdo de curto prazo, sobressairam-se (i) a transferéncia direta para subcultura, (ii) a
imersdo em Oleo, (iii) o congelamento a -20 °C, (iv) a secagem e (v) 0 armazenamento em
agua destilada. Nao houve unanimidade quanto a classificacdo dos métodos de médio prazo.
Nos métodos de preservacao de longo prazo, destacam-se o congelamento a temperatura
ultrabaixa e a liofilizacdo. Como resultado obtido, destaca-se a compilacdo de um texto que
compara as varias modalidades de métodos e permite aos organizadores do laboratorio
aplicar a técnica que se apresente como mais adequada aos recursos disponiveis, aos

microrganismos a serem estocados e 0 objetivo da replicacdo da cepa.



1.INTRODUCAO

O bioma terrestre segue seu ciclo normal de vida, de morte, decomposicao, e
regeneracdo ao longo do tempo. O caréter evolutivo desse curso e a elevada taxa de
crescimento dos microrganismos, com surgimento rapido de geragBes sucessivas,
consequentemente acarretam mudancas nas caracteristicas do ecossistema. A necessidade
de deter os ciclos sucessivos de geragdes microbianas no ambito da pesquisa e de minimizar
0s riscos de constantes mudancas nas caracteristicas microbianas especificas sempre foram
0s principais objetivos que incentivaram a implementacdo dos processos de manutencao e
principalmente de preservacdo dessas espécies. A conservagdo e preservacdo de
microrganismos € a tarefa mais importante e de alta prioridade para a maioria dos
laboratdrios microbiologicos envolvidos em pesquisa, ensino ou aplicacdo industrial. Desde
décadas remotas, os alvos de estudos cientificos tém sido no sentido de incrementar
protocolos de preservacdo, tornando-os mais eficientes na conservacdo de microrganismos
para assegurar 0 uso comparativo em experimentos e, de certa forma, a reprodutibilidade,
continuidade e expansdo de pesquisas na area do ensino, da microbiologia ambiental,
industrial e clinica.

O presente guia tem como objetivo contribuir com a criacdo de procedimentos
operacionais e apresenta 0s pontos determinantes da preservacdo microbiana; além disso,
destaca a importancia dos bancos de cepas microbianas e abre a perspectiva de

delineamentos futuros na area de pesquisa em preservacao de microrganismos.
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2. REVISAO DE LITERATURA - VISAO GERAL DOS METODOS DE
PRESERVACAO

Os organismos Vvivos, as células, os genes e as informacdes relacionadas compdem
0s recursos biolégicos de que dispomos na natureza e que sdo as matérias-primas essenciais
para 0 avango da biotecnologia, da salde humana, da pesquisa e do desenvolvimento nas
ciéncias da vida. Por essas razdes, a conservacao e preservacao de microbios devem ser
consideradas e priorizadas nos processos da melhoria da qualidade das metodologias
laboratoriais no ensino e nas pesquisas das ciéncias bioldgicas. A biologia molecular causou
uma verdadeira transformagdo nesses recursos, aumentando o potencial de aquisicdo e
modificacdo desses materiais. A gestdo desses recursos, sua manutencéo e preservacao se
constitui hoje uma responsabilidade dos centros de pesquisas com o objetivo maior de colher
beneficios cientificos, econdmicos e médicos para o futuro avanco da biotecnologia e sua
contribuigéo para o crescimento da bioeconomia (1, 2).

O interesse pela preservacdo de microrganismos para fins de reproduzir modelos
cientificos e estudos comparativos futuros tem uma longa trajetoria na microbiologia. Em
1880, observou-se que as bactérias sobreviviam bem no gelo e que os ciclos de
congelamento/descongelamento causavam danos a parede celular. Em 1900, os
pesquisadores otimizaram métodos para preservar tecidos, virus e bactérias para uso
posterior por congelamento e secagem (3, 4, 5).

Ao longo dos ultimos 60 anos, os métodos de preservacdo microbiana foram
avaliados e extensivamente implementados em varios estudos. Nesses, foram ressaltados
que os métodos ideais para preservacdo devem levar em consideracdo a classificacao
taxonémica de um microrganismo a ser preservado. Foram publicados artigos de revisao,
monografias e livros que forneceram informacdes detalhadas sobre o armazenamento de
varios tipos de microrganismos (3, 4, 6, 7, 8, 9).

O investimento na taxonomia tradicional, na crescente demanda por uma
abordagem molecular, o continuo esgotamento dos recursos naturais e as preocupagdes com
a biosseguranca e as mudancas climaticas trazem uma maior conscientizacdo sobre o valor
incontestavel das colecdes de microrganismos. A conservacao dos recursos genéticos e da
biodiversidade fornecem a base essencial para produtos e industrias e coeficientes

emergentes de base biotecnoldgica, tanto no mundo desenvolvido como no mundo em
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desenvolvimento; um elemento essencial no desenvolvimento de uma bioeconomia baseada
no conhecimento (10).

O crescimento bacteriano em um container fechado contendo um meio de cultivo
quimicamente definido resulta, com o tempo, nos eventos que definem a curva de
crescimento bacteriano. Com o crescimento bacteriano, e sem a reposicdo de nutrientes, a
populacdo tende a resultar na fase de declinio e morte. Se as reagdes quimicas deletérias
puderem ser retardadas ou interrompidas, a populacdo bacteriana, em um ambiente de
cultivo, permaneceria viavel por um longo periodo. Por conseguinte, o intuito de preservar
essa populacdo é reduzir a taxa de crescimento e encontrar um balanceamento de nutrientes
que permita a viabilidade dos microrganismos por um tempo suficientemente longo (11).

Existem duas abordagens técnicas basicas de preservacdo microbiana que
garantem a reducdo da taxa de reacOes quimicas deletérias em um ambiente de cultivo
microbiano: (i) diminuir a temperatura, o que diminui consideravelmente a velocidade de
todas as reagdes quimicas, o que pode ser alcancado pelo uso de refrigeradores, congeladores
mecanicos e congeladores de nitrogénio liquido; (ii) a reducdo do nivel da agua na
composicdo do meio de cultura, ou mesmo a desidratacdo total da cultura, um processo
complexo, laborioso que envolve a sublimacdo da agua através da técnica de liofilizagédo
(11). Portanto, por definicdo, a preservacao de uma populacdo microbiana em cultivo é a
capacidade de manter microrganismo em um estado viavel, livre de contaminagdo e sem
alteracdes em suas caracteristicas genotipicas e/ou fenotipicas. Uma condicédo primordial e
que deve ser sempre levada em consideracdo é a facil restauracdo dos microrganismos que
foram submetidos ao estado de preservacdo a sua condicdo anterior (4).

Prakash, et al. revisaram varios métodos usados com sucesso para a preservagao
de microrganismos: subculturas repetidas, preservacdo em granulos de agar, sobreposicao
de dleo de culturas inclinadas, uso de silica gel, outros suportes estéreis, criopreservacao e
liofilizacdo. Entre elas, a criopreservacao e a liofilizacdo ainda sdo muito utilizadas para
colecBes de culturas na industria, sendo necessarios ainda o aprofundamento da discussao
de aspectos técnicos e 0s pros e contras de ambos 0os métodos (12).

Segundo Sola e colaboradores (2012), os métodos de manutencdo de
microrganismos podem ser classificados de acordo com tempo maximo de preservagdo em:
(1) métodos de curto prazo: repique continuo; (ii) métodos de médio prazo: preservacao em
6leo mineral, preservacdo em &gua esterilizada, congelamento a -20°C; (iii) métodos de

longo prazo: liofilizacéo, criopreservagéo (3).
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A criopreservacdo foi abordada em estudos desde 1913 quando 0s crioprotetores
foram utilizados em diversos estudos. Castro et al. relataram que 0 comportamento
microbiano perante as baixas temperaturas apresenta uma relacéo direta entre a temperatura
e 0 tempo de preservagdo; que peptonas adicionadas aos meios de preservacdo ajudam na
manutencgdo e na viabilidade da amostra. Observaram, ainda, que as bactérias ndo sofreram
desintegracdo sob baixas temperaturas, ao contrario, por terem o seu metabolismo
diminuido, elas foram preservadas por mais tempo (13).

A liofilizacdo € um dos métodos mais comuns usados para armazenar colecGes de
cultura microbiana, pois € considerada a maneira mais eficaz de fornecer armazenamento de
longo prazo da maioria das bactérias, leveduras, dos fungos esporulados e virus. A melhor
preservacdo ocorre com a liofilizacdo do que com outros métodos porque a liofilizagéo reduz
o risco de cristalizacéo de gelo intracelular, o que compromete a viabilidade. A remocéo de
agua da amostra previne eficazmente este dano. Entre as bactérias, a viabilidade relativa com
liofilizagdo é maior com bactérias Gram-positivas (em particular formadoras de esporos) e
diminui com bactérias Gram-negativas (14, 15).

Muitos paises e instituicdes individuais estabeleceram ou estdo estabelecendo pela
primeira vez cole¢des de culturas de microrganismos com apoio publico, seja para fornecer
Servicos a seu pais ou regido, seja para apoiar seus préprios programas de pesquisa. A
primeira edicdo das diretrizes da Federacdo Mundial para Colecdes de Culturas (World
Federation For Culture Collections -WFCC), em 1980, foi a primeira tentativa de
desenvolver diretrizes para colecbes de cultura. Desde entdo, varios documentos de
orientacdo foram desenvolvidos, e os padrbes internacionais estdo sendo aplicados as
operacdes de colecdes de culturas até hoje (16, 17, 18, 19).

Para uma adequada escolha do método de manutencdo, devem ser levadas em
consideracdo principalmente as caracteristicas do microrganismo a ser preservado, 0
objetivo da manutencdo desse agente, assim como as vantagens e desvantagens de cada
técnica disponivel (3).

Os métodos de preservacao sdo classificados segundo a necessidade de aplicacéo.
Sola e colaboradores relataram uma classificacdo dos métodos de preservagdo com uma
abordagem diferente. Sobre o armazenamento de curto prazo, foi relatada apenas a
transferéncia direta ou repiques continuos. Nessa classificacdo, foi incluido ainda o item de
metodologia de médio prazo em que foram alocados a preservacdo em Oleo mineral,

preservacdo em &gua destilada esterilizada e o congelamento a -20°C. Finalizando a
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classificacdo, os autores listaram 0s métodos de preservacéo em longo prazo com liofilizacao
e criopreservacao (3).

Para a preservacdo e o armazenamento de fungos, principalmente leveduras,
segundo Lacaz et al., o método de Castellani (dgua destilada) oferece bons resultados
praticos. No entanto, os fungos e actinomicetos aerébios podem ser armazenados em outros
metodos, tais como 6leo mineral, tendo o &gar batata como base, liofilizacéo, congelamento
a temperatura ultrabaixa em freezers e nitrogénio liquido.

Abordaremos, neste guia, uma compilacdo classificatoria dos artigos tendo como
base o enfoque de Rosemary C. She e Cathy A. Petti, 2019 e Marilia Cristina Sola, 2012 (4,
3).

CLASSIFICACAO DOS METODOS DE PRESERVAGAO
Métodos de preservacao de curto prazo

e Transferéncia direta para subcultura

Métodos de preservacdo de médio prazo

e Imersdo em 0leo

e Armazenamento em agua destilada

e Congelamento a -20°C

Métodos de preservacéo de longo prazo

e Criopreservacao

e Liofilizacao

3. METODOS DE PRESERVACAO DE CURTO PRAZO

3.1 Transferéncia direta para subcultura (subcultura periddica)

A subcultura periddica em meio fresco é uma técnica simples, utilizada com muita
frequéncia para bactérias a fim de manter a viabilidade em curto prazo.

A vantagem desse método € a simplicidade; no entanto, as desvantagens sao mais
presentes, como uma maior atividade laboral com repiques sucessivos caso 0
armazenamento seja além de oito dias, demanda de maior espaco e insumos laboratoriais e,
0 mais importante, o comprometimento do perfil genotipico/fenotipico do microrganismo.
Embora simples, se 0s microrganismos necessitarem de estocagem por mais de 1 semana,

novos repiques devem ser feitos, o que pode acarretar mudangas no perfil genotipico e
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fenotipico do microrganismo. Com os subcultivos sucessivos, aumenta a probabilidade de
mutacdo com mudancas indesejaveis nas caracteristicas da cepa, além disso, os plasmideos
podem ser perdidos a cada transferéncia. A taxa de mutacdo é bastante variavel, e o intervalo
entre as transferéncias varia entre os organismos. Alguns organismos parecem estaveis
indefinidamente com transferéncias repetidas, e outros podem alterar caracteristicas
fenotipicas apds apenas duas ou trés passagens (20). A taxa real de mutacao, no entanto, ndo
foi estudada até recentemente usando a tecnologia de sequenciamento. As questdes que
devem ser abordadas com a transferéncia direta incluem o meio a ser usado, as condi¢des de

armazenamento e a frequéncia da transferéncia (21).

Meios para manutengao

O objetivo maior do meio de cultura € retardar a taxa de crescimento além de
preserva-la, tornando-a viavel. Devem-se evitar ambientes indspitos, pois a estratégia de
sobrevivéncia dos microrganismos pode ser uma adaptacdo a custa de mutagdes. Ademais,
uma grande oferta de nutrientes diminui o tempo de geracéo, acarretando transferéncias mais
frequentes e comprometendo a escolha desse método. O meio ideal deve acatar as exigéncias
nutricionais caracteristicas da cepa em crescimento. Um meio comum padrdo deve conter,
pelo menos, dgua destilada, caldo tripticase, soja e caldos nutrientes, todos eles podem ser

usados com ou sem crioprotetores (4).

Condicdes de armazenamento

Na bancada de trabalho da maioria dos laboratorios, costumam-se armazenar
microrganismos por curtos periodos em meios de agar usados na rotina. Esses cultivos estao
sujeitos a secagem e a contaminagdo. Essa ndo é ainda uma técnica ideal e, para minimizar
riscos, aconselha-se transferir os organismos para um tubo inclinado de agar com tampa de
rosca e armazena-los em um local organizado, longe da luz e de mudangas significativas de
temperatura (figura 1). Para evitar a secagem, as tampas podem incluir revestimentos de
borracha ou o filme pode ser enrolado na parte superior do tubo antes ou depois de atarraxar
a tampa. Os processos metabdlicos sdo retardados com o armazenamento em temperaturas
mais baixas (5 a 8°C), além da diminuigcdo do risco de contaminacdo e manutencdo da

viabilidade por periodos um pouco mais longos (22).
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Figura 1 — Técnicas de transferéncia direta para subcultura (subcultura
periddica). Fonte: os autores.

Frequéncia de Transferéncia

N&o existe um protocolo definido para a frequéncia de transferéncia, uma vez que as
condicdes de armazenamento, 0s meios utilizados e o0s tipos de microrganismos variam entre
os laboratérios. Os laboratdrios, individualmente, determinam, para cada categoria de
microrganismo, os intervalos ideais entre as transferéncias sob determinadas condicGes
usadas para armazenamento, seguindo os controles de qualidades. Essas determinacdes
envolvem, geralmente, a realizacdo de subculturas em horarios programados até que o
laboratério identifigue um intervalo aceitavel entre as transferéncias em que um
microrganismo possa ser recuperado de forma confiavel e reproduzivel e estabeleca sua

propria padronizacdo com (4, 8).

Procedimentos de Controle de Qualidade

Para a passagem e 0 armazenamento de organismos de controle de qualidade para testes
de suscetibilidade antimicrobiana, os padrdes publicados pelo Instituto de Padronizacdo para
Laboratorios Clinicos nos Estados Unidos, CLSI (do inglés, Clinical And Laboratory
Standards Institute e o Comité Europeu de Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos,
EUCAST (do inglés, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) devem
ser seguidos. O estado da amostra deve ser avaliado periodicamente, embora ndo seja

necessario, a cada transferéncia, o controle da cepa deve ser executado a uma periodicidade
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determinada para garantir viabilidade, estabilidade do fenotipo, identidade do
microrganismo, e a taxa de contaminacgdo das amostras deve ser determinada e todos esses

dados devem ser anotados em planilhas (8).

4. METODOS DE PRESERVACAO DE MEDIO PRAZO

Este item da classificacdo ndo faz parte da classificacdo de She et al., mas foi
mencionado apenas por Sola et al. Este autor considera os métodos de imersdo em 6leo,
congelamento a -20 °C e armazenamento em &gua destilada como métodos de médio prazo.
Para fins didaticos, adotamos a classificacdo de Sola et al., e a descricdo dos métodos citados
sera realizada no item da classificacdo correspondente (3).

4.1 Imersao em 6leo

Considerac0es gerais

Uma alternativa de armazenagem € cobrir a camada de cultivo de um tubo com
crescimento bacteriano com uma camada de 6leo mineral no topo da amostra a fim de limitar
a quantidade de oxigénio disponivel, causando, assim, uma redugdo no metabolismo e
consequente reducdo na taxa de crescimento do agente (23). I1sso ocorre porque a camada de
6leo atua como uma barreira fisica para evitar a evaporacdo da umidade e a difusdo do
oxigénio, o que ajuda a retardar a atividade metabdlica das bacterias e a preserva-las por um
curto periodo.

Muitas bactérias e fungos podem ser armazenados por periodos de até 2 a 3 anos
por esse método, e as transferéncias ndo sdo necessdrias com tanta frequéncia.
Microrganismos ainda sdo metabolicamente ativos neste ambiente fechado, e mutacdes
ainda podem ocorrer. Canhos et al. e Costa et al. afirmaram que esta técnica proporciona
uma maior longevidade as estirpes, quando comparada a repicagem periddica, bem como
reducdo da velocidade de desidratacdo do meio de cultura, em consequéncia da diminuicéo
de oxigénio (figura 2). O 0leo mineral deve ser um éleo de grau medicinal com uma
gravidade especifica de 0,865 a 0,890. A contaminacdo da amostra pode ocorrer se 0 0leo
mineral ndo for devidamente esterilizado. Para esterilizacdo, deve ser aquecido a 170°C por
1 a2 h em estufa. A autoclavagem ndo é um método adequado para esse tipo de material. O

6leo mineral estéril também esta disponivel comercialmente (24, 22).
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Camada de oleo
* P T EEEEEE— L .
mineral estéril Crescimento
bacteriano

Armazene o tubo na temperatura adequado para o
microrganismo em questao.

Figura 2 - Método de conservagdo de cepas microbianas
por imersdo em éleo. Fonte: os autores

Preparo

Para preparar a amostra, um indculo de 5 a 10 col6nias do microrganismo deve ser
colocado em &gar inclinado ou em tubos na superficie da parte inclinada (figura 2). Uma vez
identificado o crescimento, adiciona-se uma camada de 6leo mineral de, pelo menos, 1 a 2
cm de profundidade até cobrir completamente a inclinagéo, e o 4gar ndo deve ficar exposto
ao ar (quadro 1). Assim como no método de transferéncia simples, os testes de viabilidade
devem ser realizados para determinar o cronograma de transferéncia ideal que garantird a
recuperacdo do microrganismo. A recuperacdo de microrganismos estocados da-se pelo
método de imersdo em dleo consiste em uma simples transferéncia, tendo o cuidado de retirar
antes cuidadosamente a camada de éleo que cobre a cultura (3).

Segundo Sola e colaboradores, € notorio que a alternativa de preservacdo de
microrganismos em ¢leo mineral possui as mesmas vantagens que o método de transferéncia
direta ou repique continuo, diferindo somente na longevidade da cultura, que se apresenta
por maiores intervalos (3).

Pesquisadores relatam que as bactérias podem ser conservadas por periodos de um
a sete anos dependendo da espécie, enquanto os fungos sobrevivem por um a cinco anos, e
leveduras até sete anos, o que levou alguns autores a considera-lo um método de médio prazo
(3, 22, 25, 26).

She e colaboradores relataram algumas sugestdes de melhorias nas etapas do
método de imersdo em Oleo: (i) comece com uma cultura bacteriana pura que esteja
crescendo ativamente, (ii) esterilize o leo mineral ou use silicone estéril, (iii) feche a tampa
firmemente e sele com fita adesiva para evitar contaminacéo e (iv), no caso de cultura em
placa de Petri, cubra a superficie do crescimento com uma fina camada de 6leo mineral ou
silicone estéril, tomando cuidado para ndo danificar a superficie da cultura. Tampe a placa e

vede com parafilme ou fita adesiva para evitar contamina¢do. Armazene a placa de Petri a
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uma temperatura adequada para a cepa bacteriana ser preservada. Por exemplo, as bactérias

mesdfilas sdo normalmente armazenadas a temperatura ambiente (4).

4.2 Congelamento a -20°C

Considerac0es gerais

O congelamento é uma boa
maneira de armazenar bactérias e a maioria
dos fungos. Geralmente, quanto mais fria a
temperatura de armazenamento, mais
tempo a cultura permanecerd viavel. O
congelamento pode ser realizado em
freezers comuns (-20 °C), em freezers de
ultrabaixa temperatura (-70 a 80 °C) e em
frios criogénicos. A refrigeragdo ou
congelamento em freezers comuns a -
20°C, por ser um método de conservagédo
de médio prazo, sera descrito nesse topico,
enquanto os demais serdo descritos adiante.
Pode ser usado para preservar 0S
microrganismos por periodos mais longos
do que aqueles que podem ser realizados

por transferéncias repetidas. A viabilidade

Quadro 1 —Armazenamento em imersdo em dleo —
etapas do processo (Kumar et al., 2009)

Materiais:

1. Parafina liquida de alta qualidade com gravidade
especifica de 0,830-0,890 (Tyndalized a 121 °C por
20 min).

2. Meio de cresdmento sdlido, estéril, indinado em

tubos.

Estantes.

4. Agulha ou alca de inoculacdo.

w

Métodos:

1. Inocule pelo menos dois frascos para cada cepa a ser
mantida.

2. Rotule uma cultura como estoque de reserva e a(s)
outra(s) como estoque de trabalho.

3. Incube na temperatura ideal para o microrganismo
até que atinja cresdmento visivel.

4. Adicione parafina liquida estéril (8-10 ml) para cobrir
a superfidie inclinada do meio até uma profundidade
maxima de 10 mm a partir do topo da borda inclinada.

5. Durante a esterilizacdo, a parafina liguida ndo deve
receber umidade, se absorver a umidade torna-se
turva e esbranquigada, o que leva a deterioracdo das
culturas durante o armazenamento. Remova a
umidade aguecendo suavemente no formo para que
fique transparente.

6. Armazene as culturas oleadas, com tampas de rosca,
em estantes a uma temperatura de 15-25 °C.

7. Recuperacao:

» Drene 0 maximo possivel de dleo do indculo.
Remova uma parte da cultura estogue de trabalho
usando um agulha ou alca estéril.

+ A cultura estoque de reserva é usada somente
quando uma nova preservagdo se torna necessaria
quando todo o indeulo tiver sido removido, quando
contaminado, ou quando o prazo de validade
estiver critico.

pode ser mantida por até 1 a 2 anos para microrganismos especificos, mas, em geral, 0s

danos causados pela formacao de cristais de gelo e flutuacdes eletroliticas resultam em baixa

sobrevida em longo prazo (4).

Meios de cultura

O meio usado para armazenamento € importante, pois 0s tempos de preservacdo variam

de alguns meses a 2 anos, dependendo do meio utilizado. Os freezers modernos, com auto

descongelamento, com ciclos de congelamento e descongelamento, devem ser evitados
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porque a flutuacdo ciclica da temperatura destruird o microrganismo (27, 4). As bactérias
podem ser congeladas usando 15% de glicerol. O processo é simples e requer microtubos
com tampa de rosca e glicerol estéril. O glicerol é diluido a 30%, e uma quantidade igual
dessa solucéo de glicerol e caldo de cultura sdo misturados (quadro 2), dispensados em tubos
e entdo congelados (4).

4.3 Armazenamento em agua destilada

Considerac0es gerais

Sobre 0 armazenamento em agua Quadro 2 - Congelando Bactérias Usando Glicerol — etapas do

i Acni i nrimei Kumar et al., 2009).
destilada, a técnica foi primeiramente =~ Processe (umeretal, 2009

. . | Materiais:
descrita por Castellani, em 1961, apud DE . Crotbos esiresde 2L
H 2. destilad gril
CAPRILES, 1989). Castellani descreveu a 2. jua destiiada estéri
‘ - ~ , . 4. Ponteiras e pipetas estéreis
técnica de preservacdo em agua destilada 5. Gliceral (30%, v/v)

| Método: |

esterilizada, também conhecida pelo
B . . 1. Prepare uma solugao de glicerol a 30% {w’v)
método de Castellani, que consiste no misturando 30 ml de glicerol com 70 ml de agua
destilada. Transfira a solugdo para um frasco de vidro
com tampa de rosca e esterilize em autoclave a 121 °C
por 15 min.
, . . . 2. Dispense 500 uL de glicerol 30% estéril em crictubos
agua esterilizada ou solucao salina, sendo estéreis de 2 mi.
3. Adicione 500 uL da cultura bacteriana ao tubo com
e 5 glicerol 30% e misture no Vortex.
indicada na preservacao de 4. Etiquete o tubo com o nome do organismo, estirpe, data
. . , . . etc.
microrganismos Sensivels a baixas 5. Cologue o tubo no congelador e registre sua localizacdo.
6. Para recuperar as bactérias armazenadas:
preSSGES osmoticas de 0] |UQ6€S a. Apenas um pequeno volume de cultura precisa ser
removido do tubo.

. . . , . b. O tubo ndo precisa ser descongelado. Abra o tubo
hipotonicas. O ideal ¢é utilizar sempre e raspe a cultura congelada com uma ponta de
pipeta estéril.

Recologue o tubo no freezer imediatamente.
Transfira o pequeno volume de células
congeladas/descongeladas para uma placa de

armazenamento de microrganismos em

culturas jovens com 10 a 15 dias de

an

crescimento para suportar a baixa de agar e semele.
. e. Sela l:urtlfra desgnngelr, nao volte a mngel-lg,
nutrientes, manter uma taxa pequena de pois &3 cHulas sBo normaimenke multo sensivels

ao congelamento e descongelamento.

. x f. Descarte a cultura descongelada adequadamente.
crescimento e um tempo de preservacao

razoavel. O método se baseia na transferéncia de culturas para frascos contendo uma solucéo

de &gua esterilizada, com posterior armazenamento sob temperatura ambiente (28).

Aplicacdo

A maioria dos microrganismos ndo consegue uma boa viabilidade em agua
destilada, mas alguns sobrevivem por periodos mais prolongados. Muitos fungos e

Pseudomonas spp. podem sobreviver por varios anos em &agua destilada a temperatura
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ambiente. Como ja descrito por outros autores ha décadas, (29, 30) o método de preservacao

em agua destilada apresenta vantagens em relagdo a outros processos, por seu baixo custo e

a capacidade de evitar o pleomorfismo das amostras. McGinnis et al. descobriram que, com

excecdo dos fungos que ndo esporulam facilmente, 93% das leveduras, dos bolores e

actinomicetos aerdbicos podem ser preservados de maneira facil com um custo acessivel em

agua destilada estéril (quadro 3) (4, 31).

5.METODOS DE PRESERVACAO DE
LONGO PRAZO

O congelamento a temperatura ultrabaixa e
a liofilizacdo s@o métodos que podem ser usados
para armazenar microrganismos por periodos de até
alguns anos, recomendados para armazenamento de
longo prazo. Embora o investimento inicial em
congeladores de temperatura ultrabaixa e
liofilizagc@o possa ser caro, esses métodos sao menos
trabalhosos ao longo do tempo, requerem menos
espaco laboratorial (por exemplo, um microtubo
criogénico versus meios de cultura em caldo ou agar
em tubos de ensaio) e reduzem as chances de eventos
de mutacdo. Mutacdes e perda de elementos
genéticos modveis ainda podem ocorrer, e esse
fendbmeno foi  observado em cepas de
Staphylococcus aureus que perderam o gene mecA
durante a preservacao de longo prazo a -80°C (32).
Semelhante aqueles com outros métodos de
preservacdo, as taxas de sobrevivéncia apds a
liofilizacdo variam de acordo com a espécie.
Avaliando microrganismos em um periodo de 10
anos, Miyamoto-Shinohara et al. descobriram que as

taxas de sobrevivéncia apos liofilizacdo para

Quadro 3 - Armazenamento em dgua
destilada — procedimento (Lacaz et al.,

2002)

Método Castellani para leveduras e
fungos filamentosos

Materiais:

Agulha de platina em “L” ou alca
de platina.

2. Tubos de ensaio com tampa de
rosca contendo 5 mL de dgua
destilada, estereis.

3. Cultura pura do fungo em
Sabouraud ou agar-batata,
mantidas a temperatura ambiente e

Metodos:

Transferir com o auxilio da agulha em L
ou alga de platina (leveduras) uma
porgio do fungo para o tubo com dgua
destilada estéril e rosquear a tampa.

l.

0s tubos inoculados podem ser
mantidos a temperatura ambiente
por periodo que varia de um a
varios anos sem perda da
viabilidade.

A viabilidade das amostras
mantidas em dgua destilada é
verificada mantendo-se parte do
crescimento fingico para meios de
cultura apropriado para o fungo em
manutengio.

Brevibacterium spp. e Corynebacterium spp. aproximaram-se de 80%, enquanto os de

Streptococcus mutans diminuiram para 20% apds 10 anos (4, 33).
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5.1 Congelamento a temperatura ultrabaixa

Os freezers elétricos de temperatura ultrabaixa e unidades de armazenamento de
nitrogénio liquido séo sistemas utilizados para manter microrganismos a temperaturas de -
70°C ou inferiores por periodos prolongados. Acidentes podem acontecer com qualquer um
dos sistemas, e 0 aquecimento indesejado pode ocorrer devido a perda de energia elétrica ou
nitrogénio liquido. Para a prevencdo dessas ocorréncias, € fundamental a observacéo atenta
do sistema e um mecanismo de alarme adequado, pois qualquer aumento de temperatura
reduzira a viabilidade. A presenca de um criopreservativo, como o glicerol, pode reduzir o
risco de microrganismos em exposicdo curta a temperaturas mais altas. Se ocorrer
descongelamento, ndo ha diretrizes para a rapida restauracdo da condicdo de
armazenamento. No recongelamento dos frascos selados, uma vez descongelado, o frasco
deve ser aberto, e 0 organismo deve ser transferido imediatamente para um meio de
crescimento apropriado para posterior programacao de estocagem (34).

Para armazenamento em longo prazo, temperaturas abaixo de -130°C sdo
recomendadas para células exigentes, como hifas de fungos e protozoérios. A atividade
celular e as reacdes quimicas cessam nessas baixas temperaturas, mas, a -70°C, elas ainda
podem continuar em uma extensao limitada. Portanto, para a criopreservagao em longo prazo
de certos organismos, o armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C) ou vapor de

nitrogénio liquido (-150°C) € recomendado (17).

Frascos de armazenamento

Os frascos de armazenamento devem ser capazes de suportar temperaturas muito baixas
e manter a vedacdo do seu contetido. Podem ser usados tubos de plastico (polipropileno) ou
vidro (borossilicato). Frascos de plastico com tampas de rosca e arruelas de silicone sao
muito mais faceis de usar do que frascos de vidro que, depois de abertos e marcados, devem
ser selados com uma chama. Véarios fornecedores comerciais estocam frascos aceitaveis, por
exemplo, Fisher Scientific Products (Pittsburgh, PA), VWR Scientific (Radnor, PA),
Wheaton Science Products (Millville, NJ) e Becton Dickinson and Co. (Franklin Lakes, NJ).
Os frascos vém em uma variedade de tamanhos; no entanto, os microtubos sdo os mais
utilizados e estdo disponiveis, convenientemente embalados em estantes de 12 por 12 para

que 144 frascos sejam armazenados em uma caixa facilmente rastreavel (4).
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Agentes crioprotetores

Para proteger os microrganismos de danos durante o processo de congelamento,
armazenamento e descongelamento, agentes crioprotetores séo frequentemente adicionados
a suspensdo da cultura. A maioria das bactérias, dos fungos e virus sobrevivem melhor com
esses aditivos. Estudos mostraram que 0s agentes crioprotetores danificam,
significativamente, 0s outros tipos de microrganismos, 0s protozoarios, por exemplo. O
congelamento rapido sem aditivos ainda pode ser aceitavel para a sobrevivéncia em longo
prazo de alguns protozoarios, embora a liofilizacao seja preferida ou mais bem recomendada.
Existem dois tipos de agentes crioprotetores: (1) aqueles que penetram na célula e protegem
0 meio intracelular e outros (2) que protegem o microrganismo do meio externo. No tipo
(1), estdao o glicerol e dimetilsulfoxido (DMSO); no tipo (2), podemos citar a sacarose,
lactose, glicose, manitol, sorbitol, dextrano, polivinilpirrolidona, poliglicol e leite desnatado
(13).

Combinacdes de agentes, bem como detergentes (por exemplo, Tween 80 e Triton WR
1339), outros carboidratos (por exemplo, mel) e lactobionato de célcio também tém sido
usados. O crioprotetor mais universal € o DMSO; no entanto, o crioprotetor ideal geralmente
varia com o microrganismo. Por exemplo, o glicerol parece ser o mais adequado para a
preservacdo de bactérias. Uma revisdo atual e abrangente dos aditivos protetores usados na
criopreservacdo de microrganismos € fornecida por Hubalek et al (35). Glicerol é
tipicamente adicionado a uma concentracdo de 10% (volume/volume), e DMSO é
adicionado a 5% (volume/volume). Antes do uso, o glicerol é esterilizado em autoclave.
Uma vez preparado, pode ser armazenado em temperatura ambiente por meses. O DMSO
deve ser esterilizado por filtro e pode ser armazenado em recipientes abertos por apenas 1
més antes do uso. Dos produtos naturais, o leite desnatado é o mais utilizado. O leite
desnatado desidratado é adquirido de fornecedores de produtos médicos, por exemplo,
Becton Dickinson and Co. e Hardy Diagnostics (Santa Maria, CA). Pode ser utilizado o leite
em po desnatado para férmulas infantis que deve ser autoclavado e utilizado na concentracao
final de 20% (p/vol) em &gua destilada (13). Isso é o dobro da concentracdo sugerida pelos
fabricantes se a intencdo for fazer um equivalente reconstituido de leite comum (35, 13).

Veja a tabela 1 para detalhes sobre agentes crioprotetores.
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ORGANISMOS | ARMAZENAMENTO | CRIOPROTETORES TEMPERATURA DE | DURACAO DO
ARMAZENAMENTO | ARMAZENAME
(°C) TO (em anos)
Estreptococo Congelamento Leite desnatado —20 0,2
S Congelamento em Leite desnatado =70 a—196 0,2-1
ultrabaixa
temperatura
Liofilizagdo Leite desnatado 4 0,5-30
Micobactéria Congelamento Leite desnatado -20 3-5
S Congelamento em Leite desnatado =70 a—-196 3-5
temperatura
ultrabaixa
Liofilizagdo Leite desnatado 4 16-30
Bactérias Transferéncia Nenhum Temperatura 0,2-1
gram- ambiente
positivas Imersdo em 6leo Nenhum 4 1
esporuladas mineral
Secagem Nenhum Temperatura 1-2
ambiente
Congelamento Glicose -20 1-2
Congelamento em Leite desnatado, =70 a-196 2-30
temperatura glicerol
ultrabaixa
Liofilizagdo Leite desnatado, 4 30
lactose
Transferéncia Nenhum Temperatura 0,2-0,3
Outras ambiente
bactérias Imersdo em 6leo Nenhum 4 0,6-2
gram- mineral
positivas
Congelamento Sacarose, glicerol -20 1-3
Congelamento em Leite desnatado, =70 a-196 1-30
temperatura sacarose, glicerol
ultrabaixa
Liofilizacdo Leite desnatado, 4 30
sacarose
Bactérias Transferéncia Nenhum Temperatura 0,1-0,3
gram- ambiente
negativas
Imersdo em 6leo Nenhum 4 1-2
mineral
Congelamento Sacarose, lactose -20 1-2
Congelamento em Sacarose, lactose, —70a—196 2-30
temperatura glicerol
ultrabaixa
Liofilizacdo Leite desnatado, 4 30
sacarose, lactose
Fungo Transferéncia Nenhum 4 a25 2-10
filamentoso Imersdo em 6leo Nenhum Temperatura 1-40
mineral ambiente
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ORGANISMOS | ARMAZENAMENTO | CRIOPROTETORES TEMPERATURA DE | DURACAO DO
ARMAZENAMENTO | ARMAZENAME
(°C) TO (em anos)
Armazenamento em Nenhum Temperatura 1-10
agua destilada ambiente
Secagem Solo, gel de silica Temperatura 14
ambiente
Congelamento em Glicerol, DMSO —70a—196 2-30
temperatura
ultrabaixa
Liofilizagdo Glicerol, sacarose, 4 2-30
(formadores de DMSO, leite
esporos) desnatado
Leveduras Armazenamento em Nenhum Temperatura 1-2
agua destilada ambiente
Secagem Meio nutritivo Temperatura 1-2
ambiente
Congelamento em Glicerol, DMSO, —70a—196 2-30
temperatura leite desnatado
ultrabaixa
Liofilizagdo Meio nutritivo 4 2+
Protozoarios Congelamento Sangue, caldo —20a—40
nutritivo com
DMSO ou sacarose
Congelamento em Sangue, meio =70 a—-196
temperatura nutriente com
ultrabaixa DMSO ou glicerol
Virus Transferéncia Meio nutritivo 4 0,5
Congelamento em SPGA =70 a-196 1-30
temperatura
ultrabaixa
Liofilizacdo SPGA 4 6-10

Fonte: Sociedade Americana para Microbiologistas (do inglés, American Society for Microbiologists — ASM).
Manual of Clinical Microbiology, 2019. SPGA (do inglés, sucrose-phosphate-glutamate-bovine albumin)

Preparacao de Microrganismos para Congelamento

Os microrganismos sdo inoculados em um meio que suporta, adequadamente, seu

crescimento maximo. As culturas podem amadurecer até o crescimento tardio ou fase

estacionaria antes de serem colhidas. As amostras de caldo sdo centrifugadas para criar uma

sedimento (pellet) de microrganismos. O pellet é retirado e ressuspendido em 2 a 5 mL de

caldo com a concentracdo apropriada de aditivo crioprotetor. Para amostras de &gar, o caldo

contendo o crioprotetor é colocado na superficie do agar. A superficie é raspada com uma
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pipeta ou alga estéril para suspender microrganismos e, em seguida, a mistura de caldo é
pipetada diretamente em criotubos. Alternativamente, a superficie do agar pode ser raspada
com uma alca estéril. Os microrganismos podem, entdo, ser transferidos diretamente para o
frasco do crioprotetor e emulsionados em uma suspensao densa final. O volume das aliquotas

a serem congeladas é tipicamente de 0,2 a 0,5 mL (4, 36).

Criopreservagéo

A Colecdo Americana Tipica de Cultura, do inglés, American Type Culture Collection
(ATCC) recomenda congelamento lento e controlado a uma taxa de 1°C por minuto até que
os frascos esfriem a uma temperatura de, pelo menos, -30°C, seguido de resfriamento mais
rapido até que a temperatura final de armazenamento seja atingida (ATCC, 2022). Este
protocolo € mais bem alcancado usando um freezer de taxa controlada. Como alternativa, a
ATCC sugere o uso de uma camara de congelamento isolada, que é disponivel
comercialmente, ou simplesmente uma caixa de poliestireno apropriada recheada com
materiais isolantes. Estudos na década de 1970 mostraram que 0 congelamento sem um
rigido controle pode ser aceitavel para a maioria dos organismos e € muito menos caro ou
trabalhoso (17). Quando os microrganismos sd@o armazenados em nitrogénio liquido, no
entanto, ainda € recomendado que os frascos sejam colocados inicialmente em um freezer a
-60°C por 1 hora e depois transferidos para o nitrogénio liquido. Quando os organismos séo
armazenados permanentemente a -60 a -70°C, os frascos podem ser colocados diretamente
no congelador. Frascos com pequenas esferas de vidro ou esferas de plastico também podem
ser usados para congelar microrganismos, por exemplo, sistemas CryoBank (Copan
Diagnostics, Murrieta, CA) ou Microbank (Pro-Lab Diagnostics, Round Rock, TX). A
suspensdo de cultura revestira as esferas e, em seguida, a suspensdo de cultura em excesso é
aspirada do frasco. As esferas individuais podem, entdo, ser removidas do armazenamento

para reconstituicdo sem descongelar a amostra inteira (37).

Descongelamento

O aquecimento lento do cultivo a partir do estado congelado acarreta danos aos
microrganismos cujas temperaturas criticas parecem estar entre -40 e -5°C. Para melhores
resultados, os frascos de cultura armazenados devem ser aquecidos rapidamente em banho-
maria, a 35°C até que todo o gelo tenha desaparecido. Apos o cultivo ser descongelado, o
frasco deve ser aberto, e 0 microrganismo deve ser transferido imediatamente para um meio

de crescimento apropriado. As mudancas rapidas de temperatura e as mudancas resultantes
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da presséo do ar dentro dos frascos podem fazer que os frascos explodam; por conseguinte,
deve-se ter muito cuidado durante a fase de descongelamento, e a implementagéo de
medidas, como roupas de protecdo e oculos, deve ser usada durante este processo (38).
Para a maioria dos propdsitos praticos no laboratério clinico, o descongelamento
completo de bactérias ou leveduras armazenadas em banho-maria ndo € prético ou
necessario. O frasco congelado pode ser descongelado a temperatura ambiente e semeado
em placas com bons resultados para a maioria dos organismos de rotina. Se o frasco do
organismo precisar ser guardado para reutilizagdo posterior, pode-se raspar uma pequena
porcdo do conteldo congelado com uma alca estéril ou ponta de pipeta e, em seguida,
inocular o meio apropriado. O frasco pode ser devolvido ao armazenamento congelado
imediatamente sem descongelar e pode ser reutilizado posteriormente com danos limitados

ao organismo (12).

5.2 Liofilizacéo

A preservacdo de microrganismos por dessecacdo tem sido um método para
armazenamento de culturas em longo prazo usado hd decadas. Além das colecbes de
culturas, as industrias alimenticias e farmacéuticas descobriram que as tecnologias de
secagem sdo os métodos preferidos para a preservacdo de uma grande variedade de
preparacdes de alimentos e diferentes medicamentos em grandes quantidades. O controle de
qualidade desses métodos microbiolégicos usa amostras de controle de qualidade positivo
de cepas microbianas de referéncia. Essas cepas sao distribuidas usando técnicas de secagem
para tornar as culturas estaveis e transportaveis a temperatura ambiente (34).

Quando o método de liofilizagdo é mencionado em relacdo a preservacdo de
microrganismos, é quase sempre em relacdo ao armazenamento de longo prazo de
suspensdes de células que contém mais de 108 células/mL. A razdo para preservar altas
concentraces de células € a premissa de que a maioria delas morre durante o
armazenamento de longo prazo, mas um namero suficiente pode sobreviver para permitir a
continuacdo da cepa (33; 22).

Apenas os fungos e as bactérias esporuladas sobrevivem a secagem e, por conseguinte,
podem ser secos e armazenados por periodos um pouco mais prolongados. O solo tem sido
descrito como meio de armazenamento se for autoclavado e seco ao ar, mas nao € um produto
padronizado, definido e consistente para uso por longos periodos. Em vez disso, o gel de
silica comercial pode ser usado em pequenos tubos com tampdo de algoddo apdés serem

aquecidos em um forno a 175°C por 1,5 a 2 h, com recuperacdo moderada de fungos.
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Alternativamente, uma suspensdo de 10® microrganismos pode ser inoculada em tiras ou
discos de papel de filtro estéreis. O papel é seco ao ar ou sob vacuo e colocado em frascos
estéreis. Esses frascos podem ser armazenados na geladeira por até 4 anos e, em seguida,
tiras ou discos individuais podem ser removidos conforme necessério. Esse método e
comumente usado para microrganismos de controle de qualidade (34).

As grandes cole¢bes de armazenamento contam com o auxilio da tecnologia
informatizada que agregou muito valor na facilitacdo, organizacdo e no gerenciamento de
banco de dados. Alguns laboratérios desenvolveram seu préprio sistema de rastreamento,
enquanto outros produtos estdo disponiveis comercialmente. Esses tipos de software
permitem que o usudrio insira dados referentes a cada amostra em um repositorio, e 0s dados
séo armazenados de forma bastante organizada e com recursos de rastreamento eficaz (41).
A liofilizacdo é considerada a maneira mais eficaz de fornecer armazenamento em longo
prazo da maioria das bactérias, leveduras, fungos esporulados e virus. A melhor preservagédo
ocorre com a liofilizagdo do que com outros métodos, porque a liofilizacdo reduz o risco de
cristalizacdo de gelo intracelular, 0 que compromete a viabilidade. A remocéo de agua da
amostra previne eficazmente este dano. Entre as bactérias, a viabilidade relativa com
liofilizagdo é maior com bactérias Gram-positivas (em particular formadoras de esporos) e
diminui com bactérias Gram-negativas (33), mas, no geral, a viabilidade das bactérias pode
ser mantida por até 30 anos. Além disso, um grande namero de frascos com microrganismos
secos pode ser armazenado com espaco limitado, e os organismos podem ser facilmente
transportados por longas distancias a temperatura ambiente. O processo combina
congelamento e desidratacdo. Os organismos sdo inicialmente congelados e depois secos,
baixando a pressdao atmosférica com um aparelho de vacuo. A liofilizacdo foi
extensivamente revisada no passado (33, 40), e 0 equipamento necessario inclui uma bomba
de vacuo conectando em série as amostras a um condensador, as quais podem ser conectadas
individualmente ao condensador (método manifold) ou podem ser colocadas em uma camara
onde sdo desidratadas em um espaco de ar maior (método de cdmara ou batelada). Alexandre

et al. e Heckly et al. publicaram descri¢cdes detalhadas de opc¢des de equipamentos (40).

Frascos de armazenamento

Frascos de vidro sdo usados para todas as amostras liofilizadas. Quando a liofilizacéo é
realizada em uma camara, sdo usados frascos de vidro duplo. No método da camara, um
frasco externo de vidro € adicionado para protecao e preservacao da amostra desidratada. Os

granulos de gel de silica sdo colocados no fundo do frasco externo antes que o frasco interno
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seja inserido e acolchoado com algodédo. Para 0 método manifold, é usado um unico frasco
de vidro. Para ambos os metodos, o frasco contendo a amostra real é levemente tampado
com algoddo absorvente. O frasco de armazenamento no método manifold ou o frasco
externo no método de camara devem ser selados para manter o vacuo e a condicao
atmosférica seca. Todos os frascos sdo esterilizados antes do uso por aquecimento em um

forno de ar quente (41).

Agentes crioprotetores

A pesquisa sobre agentes crioprotetores foi extensivamente revisada. Em geral, os dois
agentes mais usados sdo o leite desnatado e a sacarose. O leite desnatado é usado com mais
frequéncia para liofilizacdo de camara, e a sacarose € usada com mais frequéncia para
liofilizagdo maltipla. O leite desnatado € preparado fazendo uma solucdo a 20%
(volume/volume) de leite desnatado em &gua destilada. A solugéo é dividida em aliquotas
de 5 mL e autoclavada a 116°C, com cuidado para evitar superaquecimento e caramelizacao
da solucéo. A preparacéo &, entdo, usada em volumes menores conforme descrito acima para
congelamento. A sacarose é preparada em uma mistura inicial de 24% (volume/volume) de
sacarose em agua e adicionada em volumes iguais a suspensdo do microrganismo em meio

de crescimento para obter uma concentracao final de 12% (volume/volume) (7).

Preparacao de Microrganismos para Liofilizacéo

Tal como acontece com o congelamento simples, a recuperacdo maxima de organismos
¢ alcancada usando microrganismos no crescimento tardio ou na fase estacionaria do
crescimento de um in6culo em um meio de crescimento apropriado. Altas concentracdes de
microrganismos sdo consideradas importantes. A ATCC recomenda uma concentracao de,
pelo menos, 108 UFC/mL (17), e a Heckly sugere uma concentragdo de 10'° UFC/mL ou
superior (8; 14).

Métodos de liofilizacéo

No método da camara, frascos internos com a suspensdo do microrganismo Sao
colocados em uma Unica camada dentro de um recipiente de aco inoxidavel. Este recipiente
é colocado em um freezer de baixa temperatura a -60°C por 1 h. O recipiente é, entdo,
transferido para uma camara contendo um banho de baixa temperatura, por exemplo, gelo
seco em etil Cellosolve ou outro solvente, e coberto com uma tampa de vacuo que possa ser

selada, que € conectada em sequéncia a um reservatorio de condensador também preenchido
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com o solvente de gelo seco misturado a uma bomba de vacuo. O vacuo é mantido a um
minimo de 30 pm Hg por 18 h. Ao mesmo tempo, os frascos externos sdo preparados,
aquecidos em um forno durante a noite, preenchidos com granulos de silica gel e algodao e
colocados em um gabinete seco (com <10% de umidade relativa). Os frascos internos
liofilizados séo inseridos nos frascos externos, e os frascos externos séo selados a quente.

Varias cepas ou espécies diferentes provavelmente ndo devem ser processadas no mesmo
lote. As taxas de contaminagéo cruzada variam de 0,8 a 3,3% quando dois microrganismos
diferentes sdo colocados em lados opostos do mesmo recipiente e chegam a 8,3 a 13,3%
quando sdo misturados. No método manifold, é usado um rack de frascos individuais em vez
de um Unico recipiente. O rack é colocado em um banho de gelo seco. Ap6s 0 processo de
congelamento, os frascos sdo conectados por tubos de borracha individuais em sequéncia ao
recipiente do condensador preenchido com a mistura de gelo seco-solvente e a bomba de
vacuo. Como no método descrito acima, o vacuo ¢ mantido a 30 um Hg por 18 h e, em

seguida, os frascos individuais sdo selados (42).

Armazenagem

Os frascos individuais precisam ser devidamente rotulados e classificados. O
armazenamento a temperatura ambiente ndo mantém a viabilidade e ndo é recomendado. O
armazenamento a 4°C em um refrigerador comum € aceitavel, mas as taxas de sobrevivéncia
podem ser melhoradas em temperaturas de -30 a -60°C. Deve-se ter cuidado ao abrir 0s
frascos para a reconstituicdo devido ao vacuo dentro deles. Oculos de seguranca devem
sempre ser usados, e os frascos devem ser cobertos com gaze para evitar ferimentos se
houver explosdo quando o ar entrar. A reconstituicdo também deve ser realizada em uma
capela fechada para evitar a dispersdo de microrganismos. A superficie do frasco deve ser
limpa com alcool a 70% e, em seguida, a parte superior do frasco de vidro pode ser marcada
e quebrada ou perfurada com uma agulha quente. Uma pequena quantidade (0,1 a 0,4 mL)
de meio de crescimento € injetada no frasco com uma agulha e seringa ou uma pipeta Pasteur,
0 contelido é agitado até que a amostra seja dissolvida e, em seguida, todo o contetdo é
transferido com a mesma seringa ou uma pipetar para 0 meio apropriado de caldo ou agar.
Uma verificacdo de pureza deve ser feita em cada amostra devido a possibilidade de

contaminacdo cruzada ou mutacdo durante o processo de preservacdo (11).
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6. TECNOLOGIAS MAIS RECENTES

Os métodos de preservacdo em longo prazo, descritos anteriormente, sdo projetados
especificamente para recuperagdo de microrganismos para posterior cultivo. Testes
independentes de cultura baseados em tecnologias de antigenos ou &cidos nucleicos estdo
em uso generalizado e ndo requerem microrganismos viaveis. Nesse sentido, o
armazenamento de microrganismos para preservar seus antigenos ou acidos nucleicos
também é importante para os laboratorios clinicos. O uso de cartdes de matriz Whatman
Flinders Technology Associates (FTA) (Whatman International Ltd., Maidstone, Reino
Unido) ou outros produtos a base de papel de filtro é uma nova abordagem para
armazenamento de longo prazo de DNA microbiano, que é seguro (0s microrganismos séo
inativados), barato e rapido. Suspensdes de células bacterianas e/ou fungicas séo aplicadas
diretamente ao papel FTA seco. Os cartdes FTA sdo impregnados com tampdes, uma rede
de radicais livres e desnaturantes de proteinas que lisam as membranas celulares em contato
aprisionam o DNA e o protegem da degradacéo. Esta tecnologia foi aplicada com sucesso a
uma variedade de bactérias e fungos e serve como sistema de arquivamento de DNA
reutilizavel.

Embora fora do escopo deste capitulo, amostras diretas, como sangue, podem ser
preservadas usando uma mancha de sangue seco em papel de filtro ou com uma matriz que
ndo seja em papel para futuros testes de anticorpos ou acidos nucleicos para detectar HIV,
hepatite virus B, virus da hepatite C, Rickettsia typhi e Orientia tsutsugamushi. Atualmente,
existem mais de 20 tipos de métodos de preservacdo de cepas, que podem ser divididas em
quatro categorias: subculturas periddicas, secagem, liofilizacéo e criopreservacao (7; 43; 27,
39).
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ANEXO 1

Procedimento Operacional Padrdo (POP) para Preservacdo e Estocagem de Cepas
Microbianas.

U

: - PROCEDIMENTO
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Centro Universitario Christus

TITULO: PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP) PARA
PRESERVACAO E ESTOCAGEM DE CEPAS MICROBIANAS

REVISAO DATA N° DE PAGINAS | HISTORICO DE | ELABORACAO APROVACAO

ALTERACOES

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP) PARA PRESERVACAO E
ESTOCAGEM DE CEPAS MICROBIANAS

Este procedimento Operacional Padrdo (POP) foi elaborado como um produto da
revisdo sobre métodos de preservacéo e estocagem de cepas bacteriana realizado no ambito
do Programa de Iniciacdo a Docéncia do Curso de Medicina do Centro Universitario
Christus.

Objetivo do POP: descrever as técnicas de preservacao e estocagem de microrganismos com
base no objetivo de armazenamento e o grupo microbiano.

Objetivo de armazenamento: armazenamento em curto, médio e longo prazo.

Grupos microbianos: bactérias, fungos filamentosos e leveduras.

Cepas de referéncia

Cepas isoladas na rotina

Cepas do controle externo da qualidade
INTRODUCAO
Os microrganismos de referéncia certificados podem-se apresentar de varias formas; no

entanto, abordaremos neste documento os que sao liofilizados e que se destinam a utilizagéo

em laboratérios de microbiologia para fins de controle de qualidade. Essas preparacdes de




36

microrganismos sao originarias da Colecdo Americana de Tipica de Cultura (American Type
Culture Collection (ATCC®)) ou outras colecdes auténticas de culturas de referéncias
(NCTC (National Collection of Type Cultures da Europa).

A preparacdo liofilizada consiste em uma populagcdo de microrganismos enumerados,
com substéncias preservadoras além de carvao ativado incluido para neutralizar quaisquer
substancias toxicas, formadas durante o processo de liofilizagdo. Os microrganismos sdo
embalados em um kit com 1 frasco contendo 10 péletes liofilizados ou alcas com gel
impregnado de uma cepa de um Unico microrganismo.

Os microrganismos estdo disponiveis em uma variedade de concentracfes da cepa que
podem ser identificadas por meio do cddigo que consta no final do nimero de catélogo.

A documentacéo de controle de qualidade das cepas liofilizadas comercializadas inclui
um certificado de analise, mas ndo esta limitada a ele, informando alem da identidade do
microrganismo, sua rastreabilidade para uma cultura de referéncia, que o micro-organismo
tem 1 passagem da cultura de referéncia e o valor certificado da preparacdo do
microrganismo.

Todo armazenamento de cepas no laboratdrio, independentemente da origem, deve estar
bem documentado, com informacdes especificas do microrganismo em um banco de dados
preferencialmente eletrénico.

Para as cepas padrdo ATCC ou NCTC, as informacGes que devem constar no banco de
dados devem ser género e espécie, codigo/lote de procedéncia, geracdo, data de
armazenamento e crioprotetor utilizado.

Para os isolados da rotina, deve conter género, espécie, data de armazenamento,
crioprotetor utilizado, material clinico e métodos de identificacdo internos que foram
utilizados.

Conceitos

e Cepa de referéncia — microrganismos de uma colecdo (cepas ATCC ou NCTC
liofilizadas e certificadas.

e Cultura original — é o crescimento derivado de uma cepa de referéncia.

e Lote de referéncia — tubos com meio de cultura e crioprotetores contendo
microrganismos derivados da cultura original.

e Lotes de estoques 1 — tubos contendo crescimento derivado do subcultivo da cultura

original (primeira geragéo).



37

e Lotes de estoque 2 - tubos contendo crescimento derivado do subcultivo da 12 geracéo
(22 geracgéo).

e Lote de trabalho — é o crescimento derivado de um lote de estoque 1 ou 2. Nesse lote
das cepas, 0 microrganismo se apresenta na 3% ou 42 geracdo. Essa cepa € usada na rotina
para o controle de qualidade interno, diario ou semanal.

e Passagens (geragdes) — € a transferéncia ou repique do crescimento do microrganismo
de um meio para outro. Os padrdes da USP 26-NF 31 e ATCC recomendam que, no
maximo, sejam realizadas 5 passagens das cepas de referéncias originais.

e O crescimento de um microrganismo a partir do estado de preservagdo inicial
(liofilizado ou em swab ou alga) para um meio de cultura ndo é considerado nova
geracdo/passagem.

Armazenamento de longo prazo.

Para o armazenamento de longo prazo, sera utilizado o método de congelamento a
temperaturas ultrabaixa em freezers elétricos para manter microrganismos a temperaturas
de -80°C ou inferiores por periodos prolongados.

Esse processo sera destinado ao armazenamento de cepas de referéncias ATCC ou
NCTC. Essas cepas sdo adquiridas em estado liofilizado e devem ser mantidas até a
reconstituicdo em refrigeracdo a 4°C £ 10°C.

As cepas de referéncia liofilizadas devem ser reconstituidas de acordo com as
recomendacdes do fabricante. No entanto, a preparacdo dos subcultivo, a quantidade de
unidades multiplicadoras da cepa, 0 meio de cultura e 0 armazenamento subsequente serdo
contemplados nesse item.

A multiplicacdo da cepa sera de acordo com o programa de utilizacao delas para a rotina
laboratorial ou para a pesquisa. 1sso vai determinar o tipo de armazenamento nessa etapa.
Depende, também, da frequéncia de utilizacdo dessas cepas, se € diaria, semanal ou mensal,
0 que determinara se poderdo ser mantidas em curto, médio ou longo prazo.

Pode-se optar, também, pela criagdo de “cepas de trabalho” que poderdo ser utilizadas
a miude e armazenadas por curto ou médio prazo. Essa decisdo deve ser criteriosa, pois o
namero de passagem da cepa de referéncia deve ser limitado, segundo padronizacdes

nacionais e internacionais. Veja sugestao de passagens no esquema da figura 1.
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Materiais necessarios, mas ndo fornecidos:

Seringa e pinca esterilizadas — necessario para a remog¢do de um pélete individual e
colocagdo em um fluido de dilui¢do primario.

Materiais necessarios para a realizacdo dos métodos de semeadura qualitativos ou
quantitativos como alca descartavel estéril.

Para armazenamento em longo prazo com temperaturas ultrabaixas, os tubos para o Lote
de Referéncia precisam ser corretamente indicados, uma vez que nem todos 0s materiais
resistem a temperaturas tdo baixas. Utilizar de preferéncia tubos criogénicos graduados
estéreis de 2 mL com tampa de rosca interna e anel de vedagdo que sejam resistentes a
temperatura até menos -196 °C e que tenham um local para identificacdo da cepa com
caneta de tinta permanente. Evitar 0 uso de etiquetas colantes que podem descolar a
baixas temperaturas.

Como crioprotetor para a etapa de criopreservacao, recomenda-se utilizar o glicerol a
30% (v/v) em BHI.

Para 0 armazenamento em curto prazo com temperaturas de 2 a 8 °C, recomenda-se um
meio liquido como o caldo de enriquecimento brain heart infusion (BHI) vazado em
uma gquantidade de 3 mL em microtubos ou eppendorf com capacidade de 5 mL. Escolha
0 meio liquido de acordo com as exigéncias nutricionais da cepa. O BHI atende a essas
exigéncias na maioria das cepas usadas na rotina de um laboratério de microbiologia.
Para microrganismos fastidiosos, veja quadro 1.

Placas de agar sangue de carneiro a 5% (ASA)

Meio liquido TSB ou BHI em tubos de 10 mL contendo 4 mL do meio.

Meio BHI agar em tubo inclinado.

Alca bacterioldgica estéril

Cabine de fluxo laminar

Cepas oriundas do armazenamento de médio prazo

Jarra de CO2 ou microaerofilia

Mao de obra especializada

EPIs
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Procedimento

1. Etapa de reconstituicao

e Prepare a quantidade de meio liquido programada para a quantidade de cepas a ser
estocada e, consequentemente, de tubos.

e Garanta que 0 meio seja equilibrado para pH recomendado pelo fabricante.

e Dependendo do tipo de condicionamento da cepa comercializada e adquirida, siga as
recomendacdes do fabricante para reconstituir a cepa.

e Com uma pinca estéril, transfira o(s) péletes(s) de microrganismo para o fluido de
hidratacdo. No caso da cepa acondicionada em alca, introduza-a no frasco de hidratacao
e quebre a haste no local indicado, permitindo que o material liofilizado seja dispensado
no tubo do fluido de hidratagéo.

e No caso do frasco com peéletes, ndo remova o dessecante do frasco. Tampe e feche
imediatamente o frasco, recolocando o material ndo utilizado sob refrigeracdo entre 2
°Ce8°C.

e Coloque asuspensdo de microrganismo em uma incubadora com a temperatura entre 35

°C +/ - 2 °C por 30 minutos para garantir a hidratacdo completa.

2. Etapa de semeadura

e Logo depois da incubacéo, agite o material hidratado até que uma suspensdo homogénea
seja alcancada. As particulas de carvdo, que podem estar visiveis na suspensao
hidratada, ndo comprometerdo o microrganismo a ser estocado.

e Prossiga com a semeadura em placas de petri contendo &gar-sangue de carneiro ou outro
meio recomendado que deve ser concluido dentro de 30 minutos ap6s o processo de
hidratacdo a fim de evitar alteracGes na concentracdo da suspensdo da cepa. Para a
criopreservacao de cepas, 0s microrganismos ndo devem proceder de meios seletivos.

e Distribuir todo o contedo reconstituido e 2 ou 3 placas do meio recomendado para
obter um méaximo de crescimento. Inocular todo o volume e estriar com alga apenas uma
vez, usando toda a extensdo da placa.

e Incubar as placas sob a temperatura apropriada e as condigdes atmosféricas

recomendadas para 0 microrganismo.
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e Examine as culturas apds o periodo de incubagcdo recomendado. Essa é a chamada
cultura original.

e Nessa etapa, confirme a identificacdo da cepa.

e Selecione de 4 a 5 coldnias e inocule os microtubos ou eppendorf contendo BHI com
20% de glicerol.

e Ao final dessa etapa, os tubos com o crescimento da cepa constituem o Lote de
Referéncia, caracterizando a primeira 12 geracao.

e Armazene os tubos a -70 °C para armazenamento prolongado entre 2 a 30 anos.

e N&o armazene culturas congeladas em um freezer com um ciclo de degelo; isso vai
expor as culturas a temperaturas mais altas.

e -130 °C é a temperatura critica para armazenamento de longo prazo de materiais
bioldgicos.

e -80 °C é suficiente para a maioria das bactérias e fungos para armazenamento de curto

prazo (5 anos ou menos)

3. Etapa de Descongelamento

Assim como o0 processo de congelamento, o descongelamento também é danoso as
células microbianas e, para amenizar o dano, deve ser realizado adequadamente. As duas
técnicas mais recomendadas para a reativacdo de cepas sdo a fragmentacdo e o
descongelamento total.

A fragmentacdo consiste em retirar o tubo do freezer e colocar em gelo fragmentado
como uma “cama de gelo”. Abrir 0 tubo e retirar uma algada do material congelado e inocular
diretamente nas placas com meio de cultura adequado ou em tubos com meio liquido
enriquecido e incubar por 18 — 24 horas a 35 + ou — 2 °C.

O descongelamento deve ser rapido até 37°C. O tubo congelado deve ser imediatamente
devolvido ao freezer.

O descongelamento total do tubo — descongelar em banho-maria a 35 a 37 °C com a
tampa do tubo desrosqueada devido a variacdo de pressdo. Retirar uma alcada do conteido
do tubo téo logo ele descongele e semear em placas com ASA ou tubos com BHI. Incubar
placas ou tubos durante 18 a 24 horas a 35 + ou — 2 °C.

No caso de tubos com migangas, retirar uma micanga com o tubo ainda congelado e devolvé-

lo imediatamente ao freezer.
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Preparo do lote de estoque 1.

Para iniciar essa etapa, é importante verificar a procedéncia da cepa e sua geracdo atual.
O lote de estoque 1 deve ser preparado a partir do lote de referéncia, constituindo, assim,
a 22 geragédo/passagem.

Os tubos com o lote de referéncia/cultura original ndo devem ser manipulados até que
o lote de estoque 1 e, posteriormente, o lote de estoque 2 sejam necessarios, levando em
consideracéo o prazo do lote de referéncia/cultura original.

Ao final dessa etapa, os tubos com o crescimento da cepa constituem o Lote de

estoque 1, caracterizando a primeira 22 geragao.

Preparo da cepa de estoque 2

A partir do crescimento do repique da cultura original, inocular a quantidade de tubo
possivel em tubos contendo BHI com glicerol a 30%, identificando como lote de
estoque 1(12 geracdo/passagem).

Armazenar no freezer a -70 °C.

O lote de estoque 2 ¢ preparado a partir de 1 tubo do lote de estoque, gerando, assim, a
3% geracdo/passagem. Para isso, utilizam-se 0s mesmos passos para fazer o lote de
estoque 1.

Quando o ultimo tubo do lote de estoque 1 for utilizado, deve ser para preparar o lote
de estoque 2, que corresponde a 2% geracao/passagem. Esse processo pode ser realizado
antes, e os dois lotes podem ser armazenados ao mesmo tempo em freezer a -70 °C.
Ao final dessa etapa, os tubos com o crescimento da cepa constituem o Lote de

estoque 2, caracterizando a primeira 32 geracao.

Preparo do lote de trabalho

O lote de trabalho é proveniente de um lote de estoque.

A partir de um tubo do lote de estoque, inocular e estriar em placas com ASA ou meio
recomendado para a cepa.

Inocular o crescimento das tubos com meio BHI &gar inclinado.

Incubar durante 18 a 24 horas a 35 + ou —2 °C.



42

e Armazenar sob refrigeragdo a 2 — 8 °C.
e Ao usar o tubo do lote de trabalho para o controle de qualidade interno, repique a cepa
em placas de ASA ou outro meio recomendado para a cepa.

e Usar um tubo para cada semana.

Precaucdes e limitagOes

* Verifique na ficha de informagao do produto se os microrganismos ndo contém quaisquer
substancias perigosas listadas no 67/548/EEC ou listadas no 1272/2008/EC.
* Consulte a Ficha de Informagao de Seguranga de Produtos Quimicos (SDS em inglés) para
informacbes mais detalhadas. A SDS pode ser encontrada no nosso website
www.microbiologics.com ou entrando em contato com o suporte técnico do produto.
 Esses produtos assim como o crescimento desses micro-organismos sdo considerados
materiais de risco bioldgico.
« Esses produtos contém microrganismos viaveis que podem causar doencas. Devem ser
utilizadas técnicas adequadas para evitar exposicdo e contato com qualquer crescimento de
microrganismos.
* O laboratério de microbiologia deve ser equipado e ter as instalagdes necessarias para
receber, processar, manter, armazenar e descartar materiais de risco bioldgico.
* Apenas pessoal de laboratdrio treinado deve usar esses produtos.
* As agéncias e os estatutos regulamentam o descarte de todos os materiais de risco
biolégico. Cada laboratorio deve estar ciente e cumprir com o descarte adequado de
materiais de risco bioldgico.
» Uma possivel degradagdo do micro-organismo pode ocorrer ao longo do tempo e pode
afetar o valor certificado.
Observacao

N&o ha uma padronizacdo em literatura sobre a validade de cepas congeladas; muitos
microrganismos mantém suas caracteristicas fenotipicas, genotipicas e de sensibilidade
antimicrobiana por mais de 1 ano, alguns por periodos menores e outros por periodos muito
maiores. Sugere-se que 0 tempo de manutencdo e armazenamento das cepas seja
padronizado por seu laboratorio, considerando as variagdes de temperatura do equipamento

utilizado. A tabela 2 mostra 0s métodos de estocagem distribuidos por microrganismos.



Tabela 2, Métodos de estocagem por microrganismos.
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MICRORGANISMOS | METODO DE CRIOPROTETORES | TEMPERATURA | TEMPO DE
ESTOCAGEM DE ESTOCAGEM | PRESERVACAO
°C
Bactérias Gram (+) Freezer Glicerol ou leite -20 1-3 anos
desnatado
Freezer Glicerol ou leite -70a-196 1 a30anos
desnatado e
sacarose
Liofilizag&o Leite desnatado e 2a8 30 anos
sacarose
Oleo Nenhum 2a8 6 meses a 2 anos
mineral
Subcultivos Nenhum Temperatura 2 a 3 meses
ambiente
Bactérias Subcultivos Nenhum Temperatura 2 mesesalano
esporuladas ambiente
Oleo Nenhum 2a8 1 ano
mineral
Freezer Glicose -20 1 a2anos
Freezer Glicose ou leite -70a-196 2 a 30 anos
desnatado
Liofilizacdo Leite desnatado e 2a8 30 anos
lactose
Papel de Nenhum 2a8 4 anos
filtro
Staphylococcus spp Freezer Leite desnatado -20 2 meses
Freezer Leite desnatado -70a-196 2 meses alano
Liofilizagdo Leite desnatado 2a8 6 meses a 30 anos
Micobactérias Freezer Leite desnatado -20 3abanos
Freezer Leite desnatado -70a-196 3abanos
Liofilizacdo Leite desnatado 2a8 16 a 30 anos
Freezer Glicerol ou leite -20 1-3 anos
desnatado
Glicerol ou leite
Freezer desnatado e -70a-196 1 a30anos
sacarose
Bactérias Gram (+) Liofilizacdo Leite desnatado e 2a8 30 anos
sacarose
Oleo Nenhum 2a8 6 meses a 2 anos
mineral
Subcultivos Nenhum Temperatura 2 a 3 meses
ambiente
Subcultivo Nenhum Temperatura 2 meses a 1 ano
ambiente
Oleo Nenhum 2a8 1ano
mineral
Bactérias Freezer Glicose -20 1a2anos
esporuladas
Freezer Glicose ou leite -70a-196 2 a 30 anos
desnatado
Liofilizacdo Leite desnatado e 2a8 30 anos

lactose
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MICRORGANISMOS | METODO DE | CRIOPROTETORES | TEMPERATURA | TEMPODE
ESTOCAGEM DE ESTOCAGEM | PRESERVACAO
°C
Papel de Nenhum 2a8 4 anos
filtro
Freezer Leite desnatado -20 2 meses
Staphylococcus spp Freezer Leite desnatado -70 a2 -196 2 mesesalano
Liofilizag&o Leite desnatado 2a8 6 meses a 30 anos
Freezer Leite desnatado -20 3abanos
Micobactérias Freezer Leite desnatado -70 2 -196 3abanos
Liofilizagdo Leite desnatado 2a8 16 a 30 anos
Bacilos Gram (-) Freezer Leite  desnatado, -20 1a2anos
sacarose lactose
Freezer Leite  desnatado, -70a-196 2 a 30 anos
sacarose lactose e
glicose
Oleo Nenhum 2a8 1a2anos
mineral
Liofilizacdo Leite  desnatado, 2a8 30 anos
sacarose lactose
Subcultivo Nenhum Temperatura 1 a 3 meses
ambiente
Legionella Freezer Glicerol a 20% -70 2 -196 10 anos
Leveduras Agua Nenhum Temperatura 1 a2anos
destilada ambiente
Freezer Glicerol, DMSO -70a-196 2 a 30 anos
Liofilizacdo Meio nutriente 2a8 30 anos
Fungo filamentoso subcultivo Nenhum Temperatura 2 a 10 anos
ambiente
Papel filtro Nenhum 2a8 4 anos
Agua Nenhum Temperatura 1al10anos
Qestilada ambiente
Oleo Nenhum Temperatura 1 a40 anos
mineral ambiente
Freezer Glicerol, DMSO -70a-196 2 a 30 anos
Liofilizacdo Glicerol, DMSO 2a8 2 a 30 anos
(formadores Leite  desnatado,
de esporo) sacarose

Fonte: Oplustil et al, 2020
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