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RESUMO - Colegdes de cultura de microorganismos apresentam importante
contribuicdo para a preservagdo, manutengdo e suprimento de culturas
autenticadas aos pesquisadores. Garantem também, um estrito controle de
qualidade para a aquisicdo e depdsito em seus bancos. O presente trabalho
descreve a origem, funcionamento e o estado atual da Colegdo de Culturas do
UniCEUB, quefoi estabel ecidaem 2003 no L aboratério de Microbiologia, Centro
Universitario deBrasilia, Brasil.
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ABSTRACT - Themicrobial culture collection centresplay asignificant rolefor
the preservation, maintenance and supply of authentic cultures to researchers.
They also ensure that the culture deposits are subjected to strict quality control
prior to including in their acquisition. This article describes the origin, way of
functioning and present state of the UniCEUB Culture Collection , which was
established in 2003 at the Laboratory of Microbiology, Centro Universitario de
Brasilia, Brazil.
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O Brasil esté definindo mecanismos para cumprir com as obrigagtes da
Convencéo sobre aDiversidade Bioldgica(BRASIL, 2000). A disponibilidadeeo
acesso ainformacéo de qualidade séo fundamentais para a tomada de decisdes,
viabilizando trabal hos colaborativos, através do processo de avaliagéo e partici-
pacéo dasociedade em geral (FAPESP, 2000; MICROMAN, 2003).

Com estaviséo, as colegdes de culturas tém atuado naintegracdo da comu-
nidade cientifica, explorando as competéncias existentes e desenvolvendo
tecnologias inovadoras para col etar, gerenciar, integrar, analisar e compreender
o0s diversos microorganismos.

Colegdes de culturas séo centros de conservagdo que tem afunc&o de coletar
organismos relevantes para estudos cientificos e aplicages tecnol égicas, tornando-
os disponiveis para usudrios interessados. A maneira mais eficaz de conservar
mi croorgani smos de importancia econdmicaé a preservacao em colegoes. Assim,
apreservacdo e manutencdo das culturas devem ser feitas deformaagarantir sua
sobrevivéncia, estabilidade e pureza durante periodos prolongados de tempo,
conservando caracteristicas genéticas e propriedades morfol 6gicas/fisiol gicas.

Saber como preservar culturas bacterianas e dispor de técnicas simples e
eficientes paratanto se reveste damais conspicuaimportanciaem qual quer labo-
ratorio onde se desenvolvem atividades de pesquisa. A importanciade se preser-
varem culturas bacterianas advém da necessidade de se poder dispor do organis-
Mo ou espécime aqual quer momento, quer parafins experimentais, quer paratra-
bal hos de rotina ou para atendimento a solicitagcBes de outros pesquisadores, para
fins didaticos, para estudos comparativos, etc (ROMEIRO, 1996).

Contudo, preservar 0 microrganismo vivo ndo é o bastante. E necessario
gue se preserve 0 organismo vivo, por periodo de tempo o0 maislongo possivel e
através de um método que nédo permita ou minimize aocorréncia de mutagdes ou
devariabilidade que possam vir arefletir na patogenicidade, virulénciaou carac-
teristicas bésicas da culturaoriginal.

Considerando que a taxa de mutagdes espontaneas entre bactérias é sem-
pre elevada, 0 uso de qual quer método que permitaamultiplicacdo do isolamento,
invariavelmente, envolve o risco de que ocorram mutagdes e aumento da probabi-
lidade de alteragBes nasuaestabilidade genética(ROMEIRO, 1996; DUARTE, 2003).

As atividades de rotina e pesquisa aplicadas as linhagens resultam em uma
guantidade significativade informacdes. A identificacdo microbiol dgicadecorre,
inicialmente, de provas bioquimicas, mas o uso de técnicas de biologiamolecular,
no futuro, pode enriquecer o conhecimento a esse respeito, trazendo um impacto
significativo no nivel de resolucéo taxondmica, naqualidade cientificada pesqui-
sa e na produtividade dos grupos de pesquisa, tornando-os competitivos em ni-
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vel internacional, além de possibilitar a solug¢do dos problemas de classificacéo,
relacionados a caracterizacdo e a defini¢cdo de novos tdxons, em diversos grupos
de microorganismos.

Existe um importante problemacom adistribui¢ao numéricadesigual dedi-
ferentes tdxons na natureza e o consequiente favorecimento de grupos de orga-
nismos de crescimento répido, melhor adaptado as condigdes de cultivo utiliza-
das nos procedimentos de isolamento (MANFIO, 2003).

N&o dispomos de uma base de conhecimento suficiente para desenvolver
uma estratégiaque integre as questdes sociais, ambientais e econdmicas do pais,
nem podemos adotar estratégias que visem um levantamento integral da nossa
biodiversidade. Temos que explorar as novastecnol ogias e ferramentas que exis-
tem ou que estéo sendo desenvolvidas, como atecnologia de satélites, modela-
gem matematica, seqlienciamento genético, tecnologiade informagao, tecnologia
de comunicagdo, entre outras, caminhando na dire¢éo de construir a base de co-
nhecimento necessaria para desenvolver estratégias integradoras (CANHOS et
al., 2004a; MOREIRA-FILHO, 2004).

Fatores que tem contribuido para a falta de conhecimento sobre a diversi-
dade microbiana, em amostras ambientais, sdo em grande parte relacionados as
limitagbes dos métodos tradicional mente utilizados para o i solamento e condi¢oes
de cultivo incompativeis com as condi¢des encontradas no ambiente natural dos
microorganismos. A microbiologiaclinicateve, historicamente, um maior avanco
gue amicrobiologiaambiental devido a suaimportancia paraasadde publicano
Brasil (MANFIO, 2003).

Colecdes de referéncia de microorganismos tém sido apontadas como re-
cursos importantes para o desenvolvimento de pesquisas em biodiversidade e
sistemética. Um ponto critico citado como limitante ao desenvolvimento da
microbiologiaambiental no Brasil refere-se afaltade apoio as colegdes de referén-
ciade microorganismos no pais. Colecdes cientificasimportantes, incluindo acer-
vos de microalgas, protozoarios, bactérias, fungos filamentosos, leveduras e li-
nhagens celulares, sdo predominantemente | ocalizadas nas regides Sudeste e Sul,
em centros de pesquisa e universidades, sendo que, regifes consideradas ricas
em diversidade, como Norte (Amazonia) e Centro-Oeste (Cerrado/Pantanal/Mata
Atlantica), apresentam um ndmero pequeno de colegdes (MANFIO, 2003).

A diversidade e taxonomia de diversos grupos de microorganismos ainda
nado sdo satisfatoriamente conhecidas e trabal hadas. Estudos indicam que ambi-
entestropicais podem apresentar regi6es de megadiversidade onde, umaporcen-
tagem das espéci es é ainda desconhecidaparaaciéncia. A diversidade microbiana,
considerando-se adiversidade de espécies de arqueas, bactérias, virus, protozoarios
e fungos suplanta, em nimero de taxons e variabilidade genética, a diversidade

238 Universitas CiénciasdaSalide- vol .02 n.02 - pp. 236-251



Colecédo de culturasde microorganismosdo UniCEUB

existente em todos os grupos de seres vivos em algumas ordens de magnitude. O
numero estimado de espécies de microrganismos no mundo gira em torno de
1.800.000, sendo que somente pouco mais de 2% deste total esta sendo preserva-
do em colecBes de culturas (Guedeset al., 2004). A alternativada conservacéo de
microrganismosex situ éumagarantiade acesso emlongo prazo aeles(GOTTSCHAL
etal., 2003).

Os microrgani smos apresentam umaimensa diversidade genética e desem-
penham fungdes Unicas e cruciai s namanutencéo de ecossi stemas, como compo-
nentes fundamentais de cadei as alimentares e ciclos biogeoguimicos. Apesar de
sua grande importéancia na manutencéo da biosfera, estima-se que menos de 5%
dos microrganismos exi stentes no planeta tenham sido caracterizados e descritos
(CANHOS et al., 2004b).

Osavangos em instrumentag&o, robdtica, informatizago e biologiamolecular,
associados as novas estratégias de screening e agrande diversidade microbiol 6gica
existente einexplorada, deverdo propiciar novas aplicacées biotecnol 6gicas des-
tes microorganismos. Nos Ultimos anos, o estudo de bactérias patogénicas foi
beneficiado por novos métodos como, o desenvolvimento de anticorpos monoclonais
para as técnicas soroldgicas. Técnicas baseadas na analise de acidos nucléicos
foram feitas e possibilitaram um estudo mais preciso dataxonomiae, um bom es-
tudo dos fatores de controle da patogenicidade. Ao contrério dos métodos con-
vencionais que contam com areacdo de inducéo dos patdgenos, essa emergente
técnica tem enormes vantagens para caracterizar, identificar e detectar
microorgani smos baseado nainformagéo gendmica(DUVEILLER et al., 1997). As
perspectivas de recuperacdo ambiental através de biorremediacado e pesquisaem
biossensores sdo bastante promissoras, porém, dependentes de novos isolados.
Para o pleno desenvolvimento destas oportunidades, é fundamental que culturas
puras e autenticadas estejam prontamente disponiveis para o desenvolvimento
de projetos tecnol 6gicos (CANHOS, 2004). Ainda, assim, o interesse na conser-
vagao desses recursos genéticos € baixo em rel agdo ao papel que eles exercem na
natureza e na sociedade.

O isolamento, identificacdo, selecdo, caracterizagcdo, conservagdo e uso de
microrganismos € préaticaimprescindivel parao desenvolvimento de processos e
obtenc&o de produtos de interesse econdmico. A implantagdo e manutencéo de
colecBes de culturas proporcionam estoques de linhagens nativas, que podem
ser utilizadas em diversos programas de interesse da sociedade (GUEDES et al .,
2004).

Caracteristicas adicionais de um bom método de preservacdo seriam sua
simplicidade, o ndo requerimento de equipamento sofisticado, baixo custo, rapi-
dez de execucio e, obviamente, elevado grau de eficiéncia. E desnecessario dizer

Universitas CiénciasdaSalide - vol.02 n.02 - pp. 236-251 239



MarcellaVergneeValdi Tutunji

gue um método ideal de preservacao, capaz de reunir todas as caracteristicas e
vantagens anteriormente citadas inexiste (ROMEIRO, 1996).

Teoricamente, para cada organismo, devido as suas peculiaridades intrin-
secas, dever-se-iadesenvolver um método especifico. Esta proposicao, utdpicaa
nivel de laborat6rio, é contornada adotando-se alguns métodos de preservagao,
jatestados e recomendados, Uteis a certos grupos ou géneros de microorgani smos.

Patdgenos sdo freqlientemente caracterizados pela condugao de testes
bioguimicos, sendo também possivel identifica-los por sorologia ou técnicas
moleculares. Poucos testes séo geralmente suficientes para definir géneros de
microorganismos, porém cada um segue uma chave de identificagdo, sendo ne-
cessario um conjunto maior de provas paradefinir a espécie biol bgica.

Bactérias podem ser preservadas pelo cultivo periddico em diferentes mei-
0s, mas deve ser notado que sua sobrevivéncia deca em torno de 1-10 semanase
sua agressividade ou patogenicidade pode se alterar apds sucessivas transferén-
cias(DUVEILLERet al., 1997).

Asbactérias ndo podem ser i dentifi cadas com base somente em suamorfologia
e, portanto, necessitam do uso apropriado de testes biogquimicos, fisioldgicos ou
detécnicasmoleculares(DUVEILLER et al., 1997).

Para garantir areproducao e continuidade dos processos de investigagdo
biomédica, os cientistas encaram, hoje, atarefa de estabilizar geneticamente as
células. Subculturas seriadas consomem tempo e podem levar a contaminagdes
ou tendem geneticamente a diminuir porc¢des da populacdo selecionada. No en-
tanto, apopulagdo de células pode ser estabilizada, estando elas sujeitas atempe-
raturas criogénicas, parando o tempo. A estabilizacéo de células abaixastempera-
turas € chamada de criopreservacdo. Avancos cientificos tém levado a métodos
gue permitem manter viavel, em baixas temperaturas, diferentes tipos celulares.
Técnicas sdo avaliadas paraapreservacdo de microorganismos, célulasteciduais
isoladas, pequenos organismos multicelulares e, alguns organismos mais com-
plexos como, por exemplo, embrides (SIMIONE, 2004).

O processo de congelamento envolve complexos fenémenos que, depois
de décadas de pesquisas, ndo foram totalmente compreendidos. Estudos
criobiol 6gicos tém levado a especul agdes sobre o0 que ocorre durante o congela-
mento de células vivas e como os fendmenos adversos podem ser vencidos. Sen-
do a &gua o componente vital das células e, fundamental para 0s processos
bioquimicos, o metabolismo celular cessa quando a dgua de todo sistema é con-
vertidaem gelo (SIMIONE, 2004).

O método de preservacdo em glicerina, hoje universalmente usado em quase
todos os laboratérios de Microbiologia e Bacteriologia do mundo, reline quase
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todas as caracteristicas desejéveis de um bom método de preservagdo (ROMEIRO,
1996).

Diversos fatores devem ser considerados quando se preparam células para
criopreservagdo; dentre eles, o tipo de célula, suaviabilidade, condicoes de cres-
cimento, estégio fisiol6gico, nimero de células e como elas sé manuseadas. Quando
seiniciaapreparacdo de umanovalinhagem celular que sera estocada, acultura
deve ser examinada para contaminac&o e ter aidentificacdo do microorganismo.
Esta andlise deve ser repetida apos o descongelamento e cada vez que um novo
lotede culturafor preparado (SIMIONE, 2004).

O processo de crioprotecdo envolve diferentes passos. O primeiro é prepa-
rar as culturas parao congelamento. Para prevenir adesidratago, trabalha-se para
guetodos osfluidos celulares se solidificarem juntos. 1sso pode evitar aalteracdo
na concentracdo dos minerais e prevenir aformac&o de cristais de gelo e conse-
guente rupturadaparede celular. Paratanto, agentes protetores do congelamento
devem ser adotados. O glicerol € bioquimicamente compativel com as estruturas
celularese, portanto, freqlientemente usado parapreservacéo. Destaformaas células
podem ser preservadas por um tempo indefinido e recuperar suas fungdes nor-
mais quando forem devidamente descongel adas (BLACKMORE, 2004).

Em um processo de congel amento lento, as cél ul as apresentam perda de agua.
Quando os cristais de gelo se formam, eles se expandem e podem destruir apare-
dedascélulas. Todo o material intracelular pode alterar apropor¢ao acido-base e
causar extremo aumento dos seus niveis de concentragdo. Acelerando o proces-
so de congelamento em que atemperatura é mensurada, sendo ideal o de-caimen-
to de 1°C por minuto, al guns destes eventos destrutivos podem ser evitados. Cristais
de gelo véo se formando dentro das células de maneiraque elavai perdendo agua,
e 0 tamanho dos cristais tendem a diminuir, reduzindo a destruicdo das paredes
celulares(BLACKMORE, 2004).

As formas de gelo apresentam proporcdes diferentes durante o processo
de congelamento. Um congelamento lento provocaaformacéo de cristaisde gelo
extracelulares mais rapido que intracelularmente. Visto que, aformagao do gelo
consome a &gua do meio extracelular, ocorre um desequilibrio osmético através
damembranacelular, levando amigracao de agua paraforadacélula. O aumento
da concentracdo do soluto extracelular, e também intracelularmente, pode com-
prometer asobrevivénciadacélula. Se muitadguarestar dentro dacélula, aforma-
¢do de cristais de gelo serd danosa e durante o descongelamento pode ocorrer
recristalizac@o (SIMIONE, 2004).

A intensidade em que ocorre o congelamento é crucial nestefendmeno. Um
répido congelamento diminui os efeitos danosos das diferentes formacgdes dos
cristais de gel o, maslevaao aumento da quantidade de gelo intracelular. Jao con-
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gelamento maislento, resultaem grande perda de agua pelas células e menos gelo
interno, mas aumenta os efeitos do desequilibrio osmético. Quanto maior a
permeabilidade celular, maior serd a perda de &gua e, portanto, é mais provavel
gue tolerem melhor o congelamento répido que as células menos permeaveis. O
uso de aditivos ou quimicos crioprotetores, que servem para proteger as células
durante o congelamento, pode diminuir os danos provocados pela concentragao
do soluto e pela formacdo dos cristais de gelo. Os agentes crioprotetores mais
comumente usados séo 0 DSM O (dimetilsulféxido) e o glicerol (SIMIONE, 2004).

Os agentes crioprotetores assumem diversas funces no processo de con-
gelamento. Estes agentes sdo mai s ef etivos quando podem penetrar acélula, atra-
sando o congelamento intracelular e diminuindo danosos efeitos osmaticos. A
escolha do agente de crioprotecéo depende do tipo de célula que vai ser preser-
vada. Paraamaioriadas células o glicerol é o agente de escolhaporque, geralmen-
te, émenostoxico que o DSMO. Entretanto, 0o DSMO tem maior poder de penetra-
¢do e, normalmente, é o agente de escolha para preservacéo de maiores e mais
complexas células como, por exemplo, os protistas. A melhor formade acrescentar
0 agente de protecdo na suspensdo de células é dilui-lo para a concentracdo de-
sejada no meio fresco de crescimento prévio. 1sso diminui os efeitos potencial-
mente del etérios das reagdes quimicas que geram calor e, assegura uma exposi-
¢do uniforme ao agente crioprotetor, quando adicionado a suspensao de células,
reduzindo os efeitostdxicos. A concentracgdo 6timado agente de crioprotegdo varia
de acordo com o tipo celular e 0 aumento da concentragéo de célul as pode tolerar
seu uso. Para bactérias e leveduras recomenda-se 0 uso do glicerol 10% como
agente crioprotetor e aconcentracdo celular equivalentea10’/ml (SIMIONE, 2004).

Células micrabianas, particularmente, bactérias e leveduras, crescem em
condigdes aerdbias, demonstrando melhor resisténcia aos efeitos danosos do
congelamento que as células ndo aerdbias. Pesquisadores demonstraram que a
permeabilidade celular € maior em culturas aerdbias e que estas células desidra-
tam mai s répido que as ndo aerdbias. Microorgani smos demonstram maior resis-
téncia ao congelamento se ndo forem células muito jovens ou velhas, devendo
estar preferencialmente no final dafaselog ou inicio dafase estacionériade acor-
do com acurvade crescimento (SIMIONE, 2004).

Exposi¢do prolongada aos agentes de protecdo pode prejudicar/danificar
as células, desse modo, o tempo de tratamento e a concentragéo do criopreservante
€ um fator importante para controle. O periodo de tempo entre a mistura do
crioprotetor com a suspenséo de células e o inicio do processo de congelamento
€ chamado de periodo de equilibracdo. Para a maioria das células, o periodo de
equilibragdo é em torno de 15 minutos, ndo devendo ultrapassar 45-60 minutos.
Isso porque o agente crioprotetor pode ser tOxico para as células se o tempo de
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equilibrag&o for muito longo. Este processo deve ocorrer atemperaturaambiente,
sob o0 abrigo daluz, considerando que as células mais permeaveis ficam expostas
por um periodo menor que as células menos permeaveis, portanto, o tempo étimo
do processo de equilibrac&o deve ser definido empiricamente (SIMIONE, 2004).

O terceiro estagio da criopreservacao € o processo de descongelamento
(répido ou lento). O descongelamento rapido consiste em manter as culturasem
banho-maria 25-40°C ou estufabacteriol 6gica 35-37°C por alguns minutos, até que
oscristais de gelo se desfacam, resultando em amostras de significante viabilida-
de. Este método tem avantagem de minimizar o tempo de exposi ¢ao acrioprotetores
potencialmente citotoxicos. Logo em seguida, as culturas devem ser diluidas ou
semeadas em um meio fresco para prevenir danos do crioprotetor einiciar o repa-
ro celular (SHORE, 2004).

Osfatores criticos nacriopreservacao englobam: o tipo de agente crioprotetor,
sua concentracdo e, aduracdo do processo de congelamento (SHORE, 2004).

O sucesso do procedimento de criopreservacao é mensurado com o uso de
ensaios de viabilidade para quantificar a porcentagem de células que sobrevive-
ram ao congelamento. A viabilidade e a estimativa de recuperacéo devem ser de-
terminadas juntas, antes e depois do congelamento da cultura. Viabilidade é a
capacidade de reproducéo e crescimento das culturas. Na estimativa, o nimero
de células recuperadas/habeis deve ser avaliado de diferentes formas, incluindo
diluicdes e contagem padréo em placa (SIMIONE, 2004). A comparacéo das con-
tagens primérias e pés-congel amento indicaa debilidade da recuperagéo ou o su-
cesso do procedimento de preservacdo. AlteracBes no nimero de células ou no
seu comportamento indicam problemas ocorridos durante 0 armazenamento ou
manuseio da amostra.

Para controlar todos os processo que envolvem o congelamento de cultu-
ras, € necessario que haja adequada documentacgéo que indique, para cadaamos-
tra, ametodol ogia de congel amento/preservacéo adotada, alocalizacéo e identi-
ficac8o do material estocado, a data do congelamento e o nimero de repiques.
Outros dados i mportantes sdo: o cadigo da amostra congelada e seu lote, as pro-
vasdeidentificacdo e responsavel, meios de armazenamento e também, aorigem
de cada amostra.

Assm, ficaclaro que umacolegéo de culturasndo é umamera* col ecionadora’
de linhagens. Cole¢des de Culturas sdo centros de exceléncia, agindo como uni-
dades de conservag&o ex situ, mantendo e estudando um pool genético para as
geracBes futuras, oferecendo servigos fundamentai s para a comunidade cientifi-
caetecnolégica.

A formacéo da colecdo de culturas do UniCEUB demonstra a busca da
qualificacdo cientifica das pesquisas através da construcéo e institucionalizacao
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de seu patrimonio cientifico como meio eficaz para garantir umareal autonomia
gueviabilize arealizacdo, consolidacdo e expansdo das pesquisas nainstitui¢cao.

Histéricono mundo

Colegbes de culturas tradicional mente tém prestado servicos de apoio a
comunidade microbiol6gica. A gama destes servigos tem aumentado muito nos
ultimos anos devido a crescente demanda por parte dos usuarios.

Nos paises em desenvol vimento, as col e¢oes de culturas ndo tém merecido
a devida atencéo. Geralmente sdo consideradas subprodutos da pesquisa, em
especial da pesquisa béasica e sua manutengao e preservagdo sao atribuigdes ou
responsabilidades dos proprios investigadores. Nesses paises, 0S empresarios
ignoram aimportancia dessas col egdes como infra-estruturarel evante paraaino-
vacdo tecnol égica e para a produtividade industrial.

A Gré&-Bretanhafoi um dos primeiros paises areconhecer anecessidade de
uma politicanacional paraaconservacdo de culturas microbianas. A Rede Brita-
nicade Colecbes de Culturas de Microrgani smos originou-se de umaconferéncia
de especialistasrealizadaem 1947, naqual se decidiu pelo estabel ecimento, com
recursos do governo, de um sistema descentralizado de colecOes sediadas em
diferentesinstitui¢cbes atuantes em areas diversas de microbiol ogia bésica e apli-
cada, composta por 11 colegdes de servigos. Esta rede esta sendo reorganizada
deformaareunir osvarios repositorios sob a égide de uma (inica organi zagéo que
devera estabel ecer uma estratégia de coordenagdo e marketing concentrando as
atividades de servico e acervos em quatro colecdes principais: IMI (International
Mycological Ingtitute), NCIMB (National Collection of Industrial and Marine Bacteria
Ltd.), ECACC (European Collection of Animal Cell Cultures) e CCAP (Culture
Collection of Algae and Protozoa) (SMITH, 1998; NCIMB, 2003; WDCM, 2003).

Os Estados Unidos da América do Norte e a Alemanha possuem colecoes
centralizadas que of erecem um ampl o espectro de atividades, incluindo curadoria,
Servigos e pesquisa, sob o mesmo teto. As vantagens deste modelo incluem:

-Economiade escal g
- Facilidade na organizacdo, anélise e troca de informacdes;

-Possibilidade de implementar sistemas integrados de boas préticas
laboratoriais entre os diferentes departamentos;

- Possibilidade de se ter no mesmo local uma equipe altamente especializa-
da

Diferencasem énfase quanto adicotomiaservigos/pesquisamarcaram ahistéria

244 Universitas CiénciasdaSalde - vol.02 n.02 - pp. 236-251



Colecédo de culturasde microorganismosdo UniCEUB

do estabelecimento e desenvolvimento da ATCC (American Type Culture
Collection) e da DSMZ (Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und
Zéellkulturen). A ATCC, fundadaem 1925, funcionacomo organizagdo privada, sem
finsdelucro, e contacom um aporte substantivo de recursos do governo, tem um
grande mercado doméstico e € considerada a gigante das colecBes de culturas
internacionai's, tanto em termos de receita e orcamento, como também em seu escopo
de atividades.

A DSMZ foi estabel ecidaem 1969 como um sistemafederativo de colecbes
com um gerenciamento centralizado. Foi reunificada, e o acervo foi transferido
paraum mesmo edificio no final dadécadade 80. Desde o0 seu estabel ecimento, a
DSMZ sempreteve umaforte orientacdo académica, voltada paraasistematicae
taxonomia. EmboraaDSMZ sgjaatual mente umaempresa, aindamantém muito do
carater de instituicéo de pesquisa, sendo dirigida por um taxonomista de renome
internacional.

Histéricono Brasil

No Brasil, na maioria dos casos, as cole¢des decorrem da iniciativa dos
pesquisadores, com manutencdo por vezes amadora e precaria, algumasinclusi-
ve, ameacadas de desaparecimento, devido ao afastamento de seus responsaveis,
pois ndo existe a desejada institucionalizacdo. As colecbes de cultura, em geral,
n&o dispdem sequer do minimo indispensavel para suamanutencdo em condicbes
satisfatérias paraatender ademandade um paisem franco desenvolvimento (Canhos,
1994).

No passado, quando se desejava trabalhar com pesquisa em que havia ne-
cessidade de culturas puras de um determinado pat6geno, eranecessario recorrer
acolecdes do exterior. 1ss0, ndo s6 demandava uma perda desnecessaria de tem-
po, as vezes extremamente longo, como também, freqlientemente eram recebidas
culturas com caracteristicas diferentes daquelas predominantes em nosso meio.
A existénciade umacolecdo sanaria essas dificuldades e permitiriaacooperacéo
no atendimento asolicitac6es paratrabal hos de pesquisa e ensino. Essafoi aidéia
gue deu origem as colegdes existentes no Brasil (FIGUEIREDO, 2001).

Ao longo dos ultimos 50 anos, trabalhos sobre ecologia microbiana vém
sendo realizados nos institutos de pesquisa, principalmente, no estado de Séo
Paulo. Além dos trabal hos pioneiros realizados no Instituto Agrondmico de Cam-
pinas apartir dadécadade 40, inUmeros trabal hos foram realizados por pesquisa-
doresdo I nstituto de Botanicae Escola Superior de Agricultura L uis de Queiroz.
Muitos dos trabal hos abordavam a ecol ogia e sisteméti ca de microorgani smos de
relevanciaagricola, relacionados adoencas de plantas de interesse econdémico. A
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partir dadécada de 70, vérios trabal hos associados a cursos e programas de pos-
graduagdo foram desenvolvidos nas universidades, como por exemplo, USP,
UNICAMPeUNESP (FAPESP, 2000).

Umagrande referénciaem tecnologiae pesquisa, aEMBRAPA éumaem-
presabrasileiracom reconhecimento internacional, que enfatiza pesquisaem dife-
rentestemas, produtos e ecossistemas, aliando agricultura, pecudria, agroinddstria
emeio ambiente, desenvolvendo novastecnol ogias de produgdo. Mantém colegdes
de culturas diversas, como bactérias diazotroéficas, fungos de interesse no con-
trole biol 6gico, microorganismos fixadores de nitrogénio, dentre outras.

O pais dispde de colegbes de referéncia, que vem se desenvolvendo con-
tinuamente como a Colec&o de Culturas Tropicais (CCT) daFundagéo Tropical de
Pesquisas e TecnologiaAndré Tosello— Campinas/SP; Coleg&o de Culturas IBSBF
do Instituto Biol 6gico — Campinas/SP; Colecéo de Culturas da Fundagéo Oswal do
Cruz—Rio de Janeiro/RJ; Colecdo de Culturas do Instituto Adolfo L utz — S&o Paulo/
SP, dentre algumas outras. Aindah&dmuito a ser desenvolvido no Brasil, tendo em
vistaavasta biodiversidade dos diferentes ecossistemas nele contido (BDT, 2003;
FAT, 2003; INSTITUTOBIOLOGICO, 2003; SICOL, 2003).

Objetivo

Desenvolver ametodol ogiarelacionadaaconservacdo deisol ados bacterianos
efungicos abaixatemperatura, que permitaapreservacao e fornecimento de cul-
turas de microorganismos para fins de pesquisa e ensino.

Relevancia Cientifica
Preservando e disponibilizando um acervo microbiolégico significativo,
permite:
- Despertar o interesse pelabiodiversidade e desenvolvimento sustentavel;
-Incentivar a pesquisa para novas aplicacdes biotecnol dgicas;

- Expandir o potencial de uso dos recursos microbianos nas areas: industri-
al, agropecuaria, de tecnologiade alimentos, salide, economiae ambiental.

Relevancia Didético-Pedagogica
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V oltada ao atendimento da demanda académica parafins didaticos, forne-
cendo microrgani smos especificos, para o desenvolvimento de aulas, tesese projetos
de pesquisa, permite:

- Implementar sistemas de boas préticas |aboratoriais interdisciplinares;

- Demonstrar, os mecanismos fisiol gicos, bioquimicos e moleculares pelos
guaisamaior parte dos microorganismos pode ser isolada e identificadano labo-
ratorio.

- Divulgar aqualidade cientificado UniCEUB.

Materiais e Métodos

N&o existe aindaum consenso quanto ametodol ogia paraaconservacéo de
amostras microbiol 6gicas. Numerosas técnicas ja foram sugeridas e sdo utiliza-
das. No Laboratério de Microbiologia UniCEUB/FACS foram estabel ecidos pro-
cedimentos que vem apresentando resultados satisfatorios .

As linhagens do acervo proposto a serem preservadas no LABOCIEN -
Laboratério de Microbiologia- UniCEUB/FACS, serdo isoladas apartir de amos-
tras bioldgicas, bem como, por outras fontes, direcionando esta colecéo as areas
de salide humanae animal com interfaces nas questdes ligadas ao meio ambiente.
Suamanutencao esta rel aci onada aos mei os de crescimento, temperatura e condi-
¢oes de incubacdo dos microorganismos.

As amostras podem ser originarias de doacdes, trocas, aquisi¢cdes de ou-
tras colecdes, coletadas, isoladas eidentificadas no Laboratério de Microbiologia
do UniCEUB. Pelarotinado laboratorio o uso de meios seletivos direcionaabus-
ca por microorganismos especificos que sejam de interesse para a col ecao.

Foram analisadas 1500 amostras de diversas espéci es bacterianas efungicas,
guanto a viabilidade sob baixa temperatura (-20°C), a fim de estabelecer uma
metodologia eficaz e vidvel de criopreservacdo. Essas andlises basearam-se na
comparacdo da viabilidade do inéculo bacteriano antes e apds o periodo de
congelamento, em diferentes meios de cultura e agentes crioprotetores, segundo
Blackmore (1996) e Simione (1998).

Aliado a outros achados na literatura, essas andlises possibilitaram o de-
senvolvimento de uma documentacgo orientadora dos procedi mentos necessari-
os a implantagéo e manutencéo da colecéo de microorganismos (Procedimento
Operacional Padréo).

Resultados e Discussao
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Foram coletas 1500 amostras distribuidas entre as seguintes espécies:
Escherichia coli, Enterococcus sp., Staphylococcus sp., Aeromonas sp.,
Xanthomonas campestris, Candida sp. e Salmonella sp. que apresentaram graus
deviabilidade diversos ap6s periodos varidveis de criopreservacdo em diferentes
mei 0s de cultura e agentes crioprotetores.

De acordo com nossas observacoes, atemperaturade -20°C é adequada para
amaior parte dos microorganismos, porém, algumas células sdo sensiveis e ndo
sobrevivem a longos periodos.

Quando descongel adas, boa parte das amostras apresentaram-se contami-
nada e aforma de armazenamento foi apontada como a potencial fonte da conta-
minacdo. Neste caso, asalteracBes ocorridas natemperaturado freezer foram sig-
nificativas, umavez que, seu aumento pode ter gerado descongel amento seguido
de recristalizagdo, causando danos na membrana celular, como também, o
extravasamento de algumas amostras.

Segundo aliteratura, atemperaturae o tempo deincubac&o durante o isola-
mento secundario influenciam o congelamento. Nossos achados confirmam essa
informac&o.

Alémdisso, alimpezaeesterilizaggo devidrariasemeiosde culturasdo cruciais
paratodos os procedimentosinternos do laboratorio, interferindo no isolamento,
identificac8o, congelamento das amostras e deve ser seguida criteriosamente.

Em relacdo aviabilidade dasamostras, como demonstrado por Romeiro (1996),
alguns autores adotam como rotinaapreservagédo de E. coli em glicerinaa-20°C,
afirmando manter a viabilidade de suas culturas por varios anos. A maioria das
amostras submetidas ao processo de congelamento desde dezembro de 2002
mantiveram-se viaveisno primeiro ano, principa mente, Escherichia e Enterococcus.

Amostras de Candida ndo apresentam bons resultados. Muitas col6nias
tornam-se atipicas, ndo reativas as provas bioquimicas ou simplesmente ndo cresce-
ram, demonstrando que o processo de congelamento foi prejudicial.

Conclusao
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A criopreservacdo (-20°C) é viavel para o congelamento de bactérias, mas
n&o recomendada paraleveduras devido ao alto grau de decaimento naviabilida-
de. Algumaslimitac6es naestruturalaboratorial podem comprometer amanuten-
¢do da colecdo de culturas como, por exemplo, ainstabilidade darede el étrica, que
prejudicam o funcionamento do freezer, geladeira e estufa.

Para o congel amento, os mi croorgani Smos apresentaram bom comportamento
na presenca do agente crioprotetor (glicerol 10%), mas excesso de manipulagéo
dos eppendorfs pode gerar fontes de contaminacéo.

A manutencéo de replicatas/lotes de cada amostra é fundamental eampliaa
capaci dade de conservagdo dametodol ogia adotada, diminuindo osrisco de alte-
ragdes morfofisiol 6gicas, genéticas e moleculares, pelaocorrénciade mutacbese
lesbes na estrutura do microorganismo, que se acumulam ao longo de sucessivas
geracoes.

Sabe-se que muitos microrgani smos néo toleram mudangas muito bruscas
detemperaturae que certosintervalosde 0°C e-15°C tém sido reconhecidos como
criticosou letais. Paramanter aviabilidade de alguns microrganismos parece mais
conveniente congelar tendo o decréscimo de 1°C por minuto e descongelar rapi-
damente, evitando aexposi¢ao excessivaagente crioprotetor. N&o existe um uni-
co meio adequado para o cultivo de todos os microorganismos, mas alguns séo
apropriados paraum grande nimero del es, que ndo apresentem exigéncias espe-
cias.

Os eppendorfs passaram a ser estocados em suportes de maneira que per-
manegam em posicao vertical por todo periodo de congelamento, diminuindo as-
sim, osriscos de extravasamento e contaminagdo das amostras.

Paraminimizar os problemas que envolvem todos 0s processos para criacéo
e manutencao da colecdo de culturas de microorganismosdo UniCEUB, foi elabo-
rado o POP — Procedimento Operacional Padréo que define as formas de condu-
¢ao das préticas | aboratoriais.
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