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RESUMO

A preservagdo associada ao uso de crioprotetores tem sido um dos métodos mais utilizados para o armazenamento a
longo prazo de microrganismos, principalmente porque essa técnica é capaz de garantir a conservagao das caracteristicas
originais das cepas-padrao. O presente estudo objetivou avaliar a eficacia do Skim milk e do glicerol como crioprotetores
na preservagéo da cepa-padrao de Staphylococcus aureus ATCC 6538. A preservagéao foi feita nos freezers a -20 e a -
80°C, inicialmente apenas entre os meses de dezembro de 2022 e margo de 2023. Foram realizados testes de viabilidade
e pureza apés um dia do congelamento e depois de 3 meses, com intuito de avaliar o método quanto a capacidade de
manutengao da sobrevivéncia e pureza do microrganismo. Posterior a analise dos resultados, os métodos foram eficientes
para a preservagao, confirmando que o uso de agentes crioprotetores no congelamento da bactéria Staphylococcus
aureus, pode ser empregado na rotina laboratorial.
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1. INTRODUGAO

Com o desenvolvimento biotecnolégico e cientifico, a comunidade cientifica tem se preocupado cada
vez mais com a preservagdo e a manutencdo de materiais biolégicos e de microrganismos vivos em
laboratério. A importancia da manutencéo deve-se a necessidade de utilizagdo de organismos ou espécimes
para ensaios cientificos, bem como para uso em controle de qualidade laboratorial." Além disso, a
preservacao de cepas tem como objetivo principal conservar o estado inicial do microrganismo evitando
mutagdes indesejaveis, alcangando ao mesmo tempo a maxima preservagao da vitalidade das células e o
numero de células viaveis.?

Dado isso, para se obter os melhores resultados a escolha de um método de preservagdo adequado
é essencial. Esta escolha é feita de acordo com as caracteristicas fenotipicas da bactéria, do comportamento
de cada espécie frente aos métodos de preservagédo, bem como de acordo com as vantagens e desvantagens
de cada técnica e com o tempo maximo que as cepas podem permanecer preservadas. Por conseguinte, o
tempo de preservacéo define a classificagdo dos métodos de manutencao, sendo eles de curto prazo (repique
continuo), médio prazo (preservagdo em 6leo mineral, preservagdo em agua esterilizada, congelamento a -
20°C e secagem em gel de silica, solo e papel filtro) ou de longo prazo (liofilizagdo e criopreservagao).?

Todavia, os métodos de congelamento a médio (-20°C) e a longo prazo se nao forem realizados da
maneira eficaz de acordo com as necessidades de cada microrganismo, pode ocasionar um efeito deletério,
principalmente na membrana celular e vir a causar a morte celular, por causa da formagao de cristais no
interior da célula. Portanto, é necessaria a adigdo de crioprotetores cuja agao resguarda contra esses danos
gerados pelo congelamento.*

Dessa forma, os agentes crioprotetores sdo substancias que serdo adicionadas aos meios de
suspensao e irdo reduzir o estresse fisico e quimico causado pelo congelamento e descongelamento das
células, garantindo assim que as caracteristicas originais das cepas-padrao sejam mantidas. Porém, para que
esse resultado seja atingindo, os crioprotetores devem ter baixo peso molecular e baixa toxicidade celular,
além de apresentar alta solubilidade em agua. Exemplos desses agentes sao: metanol, metilacetamida,
DMSO, glicerol, polissacarideos, manitol e skim milk. 56

Em vista disso, o presente trabalho focou no método por médio (-20°C) e longo prazo (-80°C),
comparando a eficiéncia e a viabilidade entre quatro diferentes tipos de crioprotetores, das cepas bacterianas
de Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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2. METODOLOGIA

Foi utilizado uma cepa da bactéria Staphylococcus aureus ATCC 6538 do laboratério de Microbiologia
do Instituto SENAI de Sistemas Avangados de Saude (ISI — SAS). Estas cepas foram reativadas a partir do
repique no meio Agar Triptona de Soja (TSA) seguido de incubag&o por 24 horas a 37 + 1°C. Ap6s reativagéo,
foi confirmado a auséncia de contaminagao a partir da visualizagdo macroscopica e microscopica com a
coloragdo de Gram e repique em meio seletivo Agar Manitol Salgado. Posteriormente, foi realizado outro
repique no meio TSA seguida da inoculagdo das cepas por 24 horas a 37 = 1°C. Antes de proceder ao
congelamento foi realizado um Uultimo repique com adigdo na suspensao dos meios, 0s seguintes
crioprotetores: Skim milk 15% em Caldo Triptona de Soja (TSB) mais glicerol 20%, skim milk 15% em agua,
glicerol 10% em TSB e glicerol 15% em TSB. Sendo todos os testes repetidos em 10 tubos, e congelados a -
20 e -80°C, seguido do teste de viabilidade apés um dia do congelamento com objetivo de avaliar a atividade
metabdlica das cepas congeladas. As concentragdes dos crioprotetores foram escolhidas com base nos
estudos de Amorim, C.F., et al.* e Becheleni, F. R. C., et al.” com as devidas adigdes e alteragdes.

Apés trés meses de congelamento, as cepas foram submetidas a um novo teste de viabilidade com
inoculagdo em TSA por 24 horas a 37 +- 1°C, com posterior analise macroscopica, teste de gram e teste de
catalase para confirmar pureza das amostras.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os resultados obtidos utilizando os crioprotetores skim milk 15% em TSB com
glicerol 20%, skim milk 15% em agua, glicerol 10% em TSB e glicerol 15% em TSB foram satisfatérios e se
mostraram eficientes, sendo comprovados a partir do teste de viabilidade com a realizagdo de novos repiques
no meio de cultura seletivo agar manitol salgado 24 horas apés o congelamento.

O primeiro teste, portanto, confirmou a eficacia da preservacao de viabilidade, onde todas as cepas
testadas, tanto as congeladas a -20 e a -80°C se mostraram viaveis e puras a partir da realizagao do teste de
Gram e avaliagdo das caracteristicas fenotipicas. Por conseguinte, esse processo foi repetido apos trés
meses da preservagao, adicionando apenas o teste de catalase para comprovar a pureza e repetindo o
repique no meio seletivo 4gar manitol salgado e o teste de gram. Portanto, o resultado do teste de catalase
comprovou mais uma vez, a eficiéncia da preservacgao frente a utilizacdo dos agentes crioprotetores, onde
houve crescimento em todas as placas e sem contaminagéo. A eficacia € comprovada visto que nao houve
desvio e o resultado obtido se repetiu em todos os testes, consequentemente obtendo um desvio aceitavel.
Porém observou-se que, nas placas em que se utilizou os crioprotetores glicerol 10% e glicerol 15%, os dois
em TSB na temperatura — 20°C, houve um menor crescimento se comparado com os outros crioprotetores
na temperatura -80°C. Apesar de ainda ser necessario a realizagao do teste de viabilidade quando o
congelamento completar seis meses e um ano, fica evidente que, com a diminuicdo do crescimento das
bactérias, a manutengéo das cepas a -20°C é uma estratégia a médio prazo, enquanto que a -80°C, a longo
prazo.

Posto isso, a utilizagado dos crioprotetores Skim milk e glicerol no congelamento e na manutengao da
bactéria Staphylococcus aureus se mostrou eficaz. Sendo que, o glicerol, por diminuir o ponto de
congelamento e reduzir na fragdo nao congelada os eletrdlitos, apresenta um excelente efeito protetor
tornando-se o crioprotetor mais utilizado no congelamento de microrganismos.5 O skim milk, por sua vez, atua
eficientemente na estabilizagdo da bicamada lipidica durante o congelamento, além de contribuir na
estabilidade das enzimas celulares. Isso ocorre em razdo da presencga da lactose e do calcio, componentes
do leite.589

Outro fator importante a ser levado em conta além do uso dos crioprotetores, € anteceder ao
congelamento, a refrigeragdo nas temperaturas entre 2 e 8°C, de modo que evite o choque térmico que possa
vir a ocorrer devido a diferenca de temperatura.8

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Os quatro crioprotetores foram capazes de conferir prote¢gao durante o congelamento a -20 e a-80°C
para as cepas da bactéria Staphylococcus aureus, por inicialmente trés meses. Este resultado, portanto,
reitera a utilizagdo dos agentes crioprotetores a fim preservar e conservar os microrganismos sem causar
danos na estrutura tanto morfolégica, bioquimica, quanto genética das bactérias.

Se faz necessario a continuagao da avaliagdo dos métodos a longo prazo para que se possa validar os
métodos para uso prolongado.
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