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Resumo — A conservacio eficiente de amostras bacterianas é
crucial para investigacdes e aplicacdes laboratoriais. Protocolos
com crioprotetores e armazenamento em baixas temperaturas
permitem preservar linhagens ao longo do tempo. Neste estudo,
avaliamos a viabilidade de Escherichia coli apos 2 anos e 6 meses
de armazenamento a —20 °C por meio de (i) ensaios de viabilidade
metabolica, (ii) crescimento em meios seletivos e nio seletivos, (iii)
testes de suscetibilidade a antimicrobianos e (iv) contagem de
unidades formadoras de colonia (UFC), com o objetivo de
verificar a eficacia da estratégia de armazenamento. As amostras
foram descongeladas a 25 °C e imediatamente submetidas aos
ensaios. Os resultados indicam que E. coli permaneceu viavel
mesmo aplés o periodo prolongado de congelamento. A
manutencio de espécimes vidveis permite estudos sobre evolucio
e viruléncia microbianas e a avalia¢io de contramedidas em
incidentes com agentes biologicos, configurando um recurso
relevante para a bioengenharia e a defesa biologica.
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I. INTRODUCAO

A preservacdo de amostras microbianas ¢ uma pratica
essencial em laboratérios de microbiologia, garantindo a
manutencdo de cepas de interesse para pesquisas futuras,
estudos evolutivos e aplicagdes clinicas ou industriais [1], [2],
sabendo que a preservagdo de linhagens microbianas,
normalmente, estd baseada em experiéncias praticas de
laboratorio O armazenamento de culturas, frequentemente
realizado por criopreservacao em freezers (-20°C a -80°C) ou
em nitrogénio liquido, permite que experimentos possam ser
retomados, além de contribuir para a padronizagdo de testes e
a constitui¢do de bancos microbianos de alta qualidade [3], [4].
A adogao sistematica dessas estratégias tem impacto direto na
otimizagdo de recursos laboratoriais e na garantia de
reprodutibilidade dos resultados, fatores fundamentais para o
avango cientifico [5].
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A escolha do momento e da técnica adequada para a
preservagdo microbiana esta relacionada tanto a natureza da
amostra quanto ao objetivo do estudo. O armazenamento de
microrganismos ¢ empregado para minimizar perdas de
variabilidade genética, proteger linhagens raras ou evoluidas,
assegurar O acesso a microrganismos vidveis mesmo apos
longos periodos de estocagem [2], [6].

Esse procedimento ¢ de suma importancia em bancos de
microrganismos, experimentos evolutivos, transplantes de
microbiota fecal e aplicagdes ambientais ou industriais, além
de favorecer a reutilizagdo de recursos em laboratdrios de
rotina [4], [7]. A implementagdo de protocolos adequados de
preservagdo também ¢é recomendada para garantir
biosseguranga e integridade dos isolados [1].

No contexto da Defesa Quimica, Biologica, Radiologica e
Nuclear (DQBRN), a preservagdo de amostras bioldgicas
viaveis por longos periodos ¢ crucial. Para isso, a
biopreservagdo adequada garante a estabilidade e a
caracterizagdo apropriada dos isolados. Essa pratica ¢
fundamental pois, com a adog@o de padronizagdo e controle
de qualidade, viabiliza-se a realizagdo de analises
retrospectivas € novos experimentos que, por sua vez,
sustentam o desenvolvimento de diagndsticos, terapias e
vacinas [8], [9].

Além disso, a manutencdo de repositorios bem
documentados amplia a reprodutibilidade entre laboratorios e
orienta a definicdo de contramedidas mais adequadas em
resposta a  agentes  biologicos  emergentes  ou
reemergentes[10].

Diversos métodos de preservacgao t€m sido avaliados quanto
a eficiéncia e ao impacto sobre a viabilidade e a diversidade
microbiana. O congelamento profundo, especialmente a -
80°C, com wuso de crioprotetores como glicerol ou
Dimetilsulféxido (DMSO), destaca-se como o padrdo ouro
para a maioria das bactérias, mantendo caracteristicas
genéticas e fenotipicas por anos [1], [5]. Alternativas como
leite desnatado, etanol absoluto ou 6leo alimentar também tém
sido testadas para otimizagao de protocolos em ambientes com
recursos limitados [5], [11]. A escolha da concentragdo do
crioprotetor, a taxa de resfriamento e a remocdo adequada
apos descongelamento s@o fatores criticos para maximizar a
sobrevivéncia celular, além da necessidade de evitar multiplos
ciclos de congelamento-descongelamento para preservar
alelos raros e manter a diversidade da populagdo [2].
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Para verificar a viabilidade da Escherichia coli (E. coli) apds
longo periodo de congelamento (-20°), diferentes testes
laboratoriais sdo recomendados, cada um avaliando aspectos
distintos do metabolismo e da integridade celular. O
enriquecimento em caldo BHI permite a deteccao do potencial
de crescimento em ambiente nutritivo, sendo um indicador
inicial de viabilidade [5]. A semeadura em agar Eosin
Methylene Blue (EMB) auxilia na confirmagao do crescimento
bacteriano, além de permitir avaliacdo morfologica e
seletividade para Gram-negativos como a E.coli [11]. O teste
colorimétrico com resazurina serve como marcador de
atividade metabdlica, evidenciando respiracdo e viabilidade
celular de forma rapida e econdmica [1]. A contagem de
unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml) fornece uma
estimativa quantitativa de células vidveis presentes na
amostra[6] enquanto o teste de antibiograma é fundamental
para verificar se o perfil de resisténcia microbiana foi mantido
ao longo do congelamento [12].

Diante do impacto da criopreservagdo prolongada sobre a
viabilidade e estabilidade de microrganismos, torna-se
fundamental investigar como diferentes estratégias de
armazenamento influenciam a recuperagdo de bactérias apos
longos periodos de congelamento.

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar
a viabilidade da Escherichia coli ap6s dois anos e seis meses
de estocagem em condigdes controladas, utilizando uma
combina¢do de testes laboratoriais para mensurar tanto o
potencial de crescimento quanto a manutencdo das
caracteristicas metabolicas e de resisténcia antimicrobiana.

II. METODOS

No periodo de abril a junho de 2025, foram realizados
diversos experimentos para atestar a viabilidade da cepa de
Escherichia coli (E. coli) criopreservada desde setembro de
2022. O experimento foi conduzido com uma linhagem
especifica de E.coli, ja conhecida no meio cientifico e
registrada pela American Type Culture Collection (ATCC),
sob o codigo 25922. A linhagem adquirida na apresentagdo
liofilizada importada dos Estados Unidos por meio de um
fornecedor do mercado brasileiro.

Em novembro 2022, a bactéria liofilizada foi reconstituida e
em enriquecida em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(KASVI®) em processo aerobico a 37°C por 24 horas, apds os
trabalhos serem realizados naquela ocasido, sobraram 50 ml da
solu¢do de E. Coli em caldo enriquecido, que se adotou o0 nome
da solucdo BHIe, para facilitar a descricdo dos métodos desse
estudo. Para que a cepa pudesse ser armazenada para utilizagdo
posterior, essa cepa foi preparada para criopreservagao.

A. Prepar¢do da amostra e congelamento

Adicionou-se 12,5 mL de criopreservante Glicerina (solucao
100% glicerina bidestilada) a 50 mL do caldo BHIe [5], sendo
este volume dividido em 20 tubos tipo Eppendorf com
capacidade para 2 mL embalados por membrana
semipermeavel (Parafilm). Os tubos foram identificados com o
nome do pesquisador responsavel pelo procedimento, o
contetdo do tubo e a data de inicio da criopreservacdo. Os
tubos foram mantidos a temperatura de -20°C [5],
[11]capacidade de temperatura minima obtida no freezer

disponivel no Laboratdorio de Bioengenharia (LABBIO) do
Instituto Tecnologico de Aeronautica (ITA).

B. Descongelamento da amostra e teste de enriquecimento

Em abril de 2025, novos estudos com a bactéria Escherichia
coli foram iniciados para avaliar a viabilidade de uma amostra
criopreservada. A amostra foi descongelada a temperatura
ambiente (25 °C) até o derretimento total. Em seguida, uma
aliquota de 10 pL foi retirada com uma alga calibrada estéril
descartavel (XPLAST) e semeada em 5 mL de caldo BHI. A
cultura foi incubada a 37 °C por 24 horas em estufa
bacterioldgica (Nova Instruments).

A observagdo de turbidez na solugéo indicou a presenca de
uma cepa viavel, apta para ser utilizada em experimentos
subsequentes.

C. Teste colorimétrico para checagem de viabilidade

Adicionalmente, o metabolismo ativo de um
microorganismo também pode ser observado por meio de uma
analise colorimétrica. A analise da presenga de um
metabolismo ativo da E.coli foi efetuada realizando-se o teste
com solugdo de resazurina preparada no laboratorio de
bioengenharia com 10 ml de soro fisioldgico ¢ 1,5 mg de
resazurina (Resazurina reagente P.A., ACS Cientifica, COD
R13190001), formulando uma solugdo de resazurina a 0,15%
p/v. Este ensaio foi realizado em triplicata, em cada tubo
foram adicionados 3 ml de cloreto de s6dio 0,9% com 100 puL
da solugdo enriquecida de BHIe e¢ 10 pL de solucdo de
resazurina. As trés solugdes obtidas foram submetidas a um
processo de agitagdo com o auxilio do agitador mecénico tipo
Vortex (KASVI, modelo K40-1020) durante um periodo de 5
segundos, com o objetivo de homogeneizar a solugdo. Para
além dos trés tubos de ensaio, foi preparada uma solugdo
controle com os mesmos componentes das solucdes
anteriores, exceto pela adi¢ao da solugo enriquecida de BHIe.

A observagdo da modificagdo cromatica foi efetuada de
forma visual com uma espera de até 4 horas para verificar se
haveria alteragdo de cor. Ensaios colorimétricos com
resazurina ja sao realizados ha mais de 30 anos como teste de
viabilidade celular [13], [14]. A resazurina, um indicador de
oxirreducdo, sofre um processo de redugdo quando ocorre
metabolismo celular, tendo como produto final a resorufina.
Neste processo, a resazurina, que apresenta uma coloragdo
azul, é reduzida a resorufina que exibe uma colora¢ao rosa
fluorescente[13], [14].

D. Contagem de Unidade Formadoras de Colonia por
volume da amostra (UFC/mL)

Para a determinagdo da concentragio de unidades
formadoras de colonias (UFC) por mililitro, realizou-se
diluicao seriada da amostra na razdo de 1:10, partindo da
solugdo original até a diluigdo 1077. Inicialmente, foram
adicionados 9 mL de solugédo estéril de cloreto de sédio 0,9%
(Equiplex) a sete tubos de ensaio de vidro, previamente
esterilizados em autoclave (Autoclave Vertical CS Prismatec)
por 15 minutos a 121°C. No primeiro tubo (107"), adicionou-
se 1 mL da solugdo BHIe, seguida de homogeneizagdo em
vortex por 4 segundos[15]. Em seguida, transferiu-se 1 mL da



dilui¢do 107! para o tubo 1072 repetindo o procedimento
sequencialmente até a diluigdo 1077.

Ap6s a conclusdo das dilui¢des, aliquotas de 0,1 mL de cada
tubo foram transferidas para placas de 4gar Eosina Metil Blue
(EMB). O processo foi feito em triplicata. A semeadura na
superficie do agar foi realizada por espalhamento (spread plate)
utilizando al¢a de espalhamento descartavel em T (Cralplast
cod. 611), aplicando trés giros para assegurar melhor
distribui¢do do inéculo. As placas foram entdo incubadas em
estufa (NOVA Instruments) a 37 °C por 24 horas.

Decorrido o periodo de incubagéo, procedeu-se a contagem
das colonias formadas. Foi considerado como diluigdo padrao
aquela que apresentou entre 30 e 300 coldnias [12], [16], sendo
esta utilizada para o célculo da concentracdo de UFC/mL na
amostra analisada. O agar EMB foi empregado por ser seletivo
para enterobactérias, permitindo também a identificagdo
caracteristica de colonias de Escherichia coli, que apresentam
coloragdo verde-metalica em decorréncia da fermentagdo da
lactose presente no meio.

E. Teste de sensibilidade antimicrobiana (Antibiograma)

Com o objetivo de avaliar possiveis alteracdes fenotipicas na
cepa de Escherichia coli apds exposicao a baixas temperaturas,
foi realizado um teste de sensibilidade a antimicrobianos por
difus@o em disco. Inicialmente, 10 uL da solugdo BHIe foram
inoculados em uma placa de Petri contendo agar BHI (Brain
Heart Infusion), seguida de semeadura por estriamento. A
placa foi incubada em estufa por 18 horas a 37 °C (incubagio
overnight) para permitir o crescimento bacteriano.

Apds a incubagdo, foram preparadas trés suspensdes
bacterianas, cada uma contendo 4 mL de solu¢do de NaCl 0,9%
em tubos de ensaio. De duas a trés colonias isoladas foram
transferidas para cada tubo e homogeneizadas com auxilio de
um agitador tipo Vortex. A turbidez das suspensdes foi
comparada visualmente com um tubo padrédo 0,5 da escala de
McFarland (Nefelobac ®, Probac do Brasil). Caso a suspensdo
estivesse mais turva que o padrio, foi adicionada solucdo
salina; se menos turva, foram acrescidas novas colonias. Apos
0 ajuste, a concentracdo estimada de células vidveis foi
considerada equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL[17], [18].

Para a inoculacdo das placas, utilizou-se um cotonete estéril
(marca: [inserir]) embebido na suspensdo ajustada. O excesso
de liquido foi removido pressionando-se o cotonete contra a
parede interna do tubo. Procedeu-se a semeadura por
espalhamento superficial (spread plate) sobre placas de agar
Mueller-Hinton (KASVI®), realizando-se a rotacdo das placas
para assegurar distribuigdo homogénea do indculo.

Foi elaborado um mapa de posicionamento dos discos de
difusdo, com padronizagdo da distancia entre eles em todas as
placas. Os antibidticos utilizados foram aqueles disponiveis no
laboratério no momento do experimento: ceftriaxona
(CRO30), ciprofloxacino (CIP25), gentamicina (GEN10),
nitrofurantoina (NIT300) e sulfametoxazol + trimetoprima
(SUT25). Todos os discos utilizados obedeciam aos critérios e
concentragdes estabelecidos pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

As placas foram incubadas em estufa (marca: NOVA
Instruments) a 37 °C por 24 horas [19] Ao final do periodo,
foram realizadas trés leituras de halos de inibi¢dao ao redor de
cada disco. As medidas dos didmetros dos halos foram feitas
com auxilio de um paquimetro B-TEK (codigo: BT-364).

Il . RESULTADOS
A. Descongelamento da amostra e teste de enriquecimento

Apds o descongelamento da amostra bacteriana estocada por
longo periodo, procedeu-se ao teste de enriquecimento
utilizando caldo BHI. Observou-se alteragdao visual
significativa no meio apo6s o periodo de incubagdo. O caldo,
que originalmente apresentava aspecto limpido e translicido
na auséncia de crescimento bacteriano, tornou-se visivelmente
turvo, indicando possivel presenga ¢ multiplicacdo de células
viaveis da cepa analisada. Essa mudanga de aspecto ¢
compativel com o crescimento microbiano ativo, sinalizando
que a amostra manteve viabilidade mesmo apds o
congelamento. A turvacdo foi homogénea em todas as
amostras  analisadas.  Observou-se  altera¢do  visual
significativa no meio apds o periodo de incubagéo.

B. Viabilidade da amostra por teste colorimétrico

O teste colorimétrico utilizando solugdo de resazurina
demonstrou resultados positivos quanto a atividade
metabodlica das amostras. Quinze minutos apds a adi¢cdo do
indicador as trés réplicas testadas, foi observada uma nitida
mudanca de colorag@o: de azul para rosa fluorescente. O teste
colorimétrico utilizando solu¢do de resazurina demonstrou
resultados positivos quanto a atividade metabdlica das
amostras. Quinze minutos apos a adi¢do do indicador as trés
réplicas testadas, foi observada uma nitida mudanca de
coloragdo: de azul para rosa fluorescente.

O tempo de reagdo rapido e o padrdo uniforme entre as
amostras sugerem ndo apenas viabilidade, mas também
integridade funcional da cepa. Esses achados confirmam que,
mesmo apds prolongado congelamento, a bactéria manteve
capacidade de gerar reagdes metabdlicas mensuraveis.

h - LSS
Fig. 1. Testes colorimétricos com resazurina. A mudanga de cor revela
metabolismo ativo

C. Contagem de Unidade Formadoras de Colonia por
volume da amostra (UFC/mL)

As contagens de colonias bacterianas realizadas nas placas
semeadas revelaram crescimento significativo. As dilui¢des
de 107" a 107 apresentaram densidade bacteriana elevada, com
numero de coldnias superior a capacidade de contagem precisa
(TMTC — foo many to count), tabela 1. Ja as dilui¢des de 107°
e 1077 apresentaram crescimento de colonias com condigdes
de contagem para verificagdo da diluicdo padrdo. Apenas a
diluicao 10°¢ apresentou quantidade de colonia dentro dos
padrdes estatisticamente aceitaveis (30 a 300 coldnias), sendo



encontrado o valor de 114 x 107 UFC/mL. Observou-se o
desenvolvimento de colonias com formato circular e com
coloragdo verde metalica compativeis com Escherichia coli em
todas as placas semeadas.

D. Teste de sensibilidade antimicrobiana (Antibiograma)

O teste de difusdo em disco demonstrou sensibilidade da cepa
de Escherichia coli analisada frente a todos os antibidticos
testados. Os halos de inibi¢do formados ao redor dos discos,
cujos valores estdo descritos na tabela 1, foram comparados aos
pontos de corte estabelecidos pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Com base nesses parametros, todos
os antibidticos - ceftriaxona (CRO30), ciprofloxacino (CIP25),
gentamicina  (GEN10), nitrofurantoina  (NIT300) e
sulfametoxazol + trimetoprima (SUT2S5) - apresentaram halos
compativeis com perfis de sensibilidade da E.coli aos
antibioticos testados.

Fig. 2. Crescimento de coldnias verdes metalicas em agar EMB caracteristico
de Escherichia coli. Solucéo de dilui¢do 10°

TABELA 1. SENSIBILIDADE ANTIMICROBANA DETECTADA POR
DISCO DE DIFUSAO

antibiéticos Placal Placa2 Placa3 média cLsi Sensibilidade
CRO 25 24 24 24,3 >23 Sensivel
cip 31 31 31 31,0 >26 Sensivel
GEN 25 26 26 25,7 >15 Sensivel
v
sut 19 0 19 19,0 >16 Sensivel
NIT 21 15 21 19,0 >17 Sensivel

IV. DISCUSSAO

A turvagdo observada no caldo BHI evidencia a eficacia do
meio como agente de enriquecimento [5], [20]. E sugere uma
densidade celular suficientemente elevada para provocar
alteracdes visiveis em sua transparéncia. Tal turbidez indica
que as células bacterianas mantiveram atividade metabdlica
suficiente para se multiplicar, resultando no actmulo de
biomassa em suspensdo. Esse fendmeno estd diretamente
relacionado ao aumento da concentrac¢do bacteriana no meio, o
que reforga a viabilidade das amostras analisadas

A alteragdo observada na coloracdo ¢ indicativa da presenga
de metabolismo celular ativo, uma vez que a resazurina ¢é
reduzida a resorufina em ambientes com atividade redox, tipica
de células viaveis, como ja descrito em outros estudos sobre o
uso de resazurina [14], [21]. A ocorréncia dessa mudanca
dentro do intervalo de tempo esperado ja& descrito

anteriormente[22] reforca que a Escherichia coli manteve seu
padrio metabolico, sugerindo que suas caracteristicas
metabolicas[ 13] foram preservadas mesmo ap6s mais de dois
anos de criopreservacdo. Apesar da andlise ter sido feita por
observacdo visual, ndo desqualifica o valor do teste, pois a
redugdo ocorrida na resazurina ¢ claramente perceptivel
(mudanga de cor).

Dentre as diluigdes com contagem viavel, a de 10 foi
selecionada como padrdo para quantificacdo, por apresentar
numero de coldnias dentro da faixa ideal (30 a 300 colonias
por placa), conforme estabelecido por protocolos laboratoriais
e literatura especializada. O uso do meio diferencial EMB
possibilitou a observagdo de colonias com coloragdo metalica
caracteristica, tipica de E. coli, refor¢ando a identidade
fenotipica da cepa utilizada como ja descrito em trabalhos
anteriores [11] Esses achados evidenciam ndo apenas a
robustez da metodologia empregada, como também a
manutencdo da viabilidade celular mesmo ap6s um periodo
prolongado de criopreservacao. Nao foi possivel comparar a
quantidade de UFC/ml desse teste com a amostra antes do
congelamento, pois ndo foi encontrado nenhum registro nos
arquivos do laboratorio de bioengenharia.

Os discos de difusdo utilizados seguem os padrdes
estabelecidos pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute). A uniformidade dos halos de inibi¢do observados
sugere que a exposi¢do prolongada ao congelamento ndo
induziu resisténcia adquirida, tampouco comprometeu
estruturas genéticas associadas aos mecanismos de resposta
antimicrobiana. Esses achados sdo particularmente relevantes
para estudos voltados a conservacdo de amostras bacterianas,
reforcando sua aplicabilidade em analises fenotipicas
subsequentes. A cepa utilizada neste estudo, Escherichia coli
ATCC 25922, é a mesma cepa de referéncia empregada pelo
CLSI [23] para validagdo dos didmetros dos halos de
sensibilidade em enterobactérias. Dessa forma, foi possivel
comparar os resultados obtidos com os valores de referéncia,
demonstrando a auséncia de alteragdes fenotipicas
significativas decorrentes do processo de criopreservacao e
demonstrando sensibilidade aos antibidticos testados.

V. CONCLUSAO

Apesar dos testes fenotipicos realizados neste estudo
indicarem a manutengdo das caracteristicas bacterianas apos
congelamento a -20 °C por mais de dois anos, a auséncia de
analises gendmicas limita a possibilidade de descartar
alteracdes genéticas sutis ndo detectaveis pelos métodos
empregados. Dessa forma, nfo ¢é possivel excluir
completamente a ocorréncia de modificagdes em niveis
gendmicos, protedmicos ou metaboldmicos. Ainda assim, os
resultados obtidos sugerem estabilidade funcional da cepa
ap6s o descongelamento, sem evidéncia de perda de
viabilidade ou alteragdo fenotipica detectavel.

Os testes de viabilidade demonstraram que o uso de glicerol
como criopreservante € armazenamento a temperatura de -
20°C foram adequados para a preservacdo da amostra
analisada por um periodo longo (2 anos e 6 meses)
preservando as caracteristicas metabolicas e fenotipicas da
Escherichia coli.

Ao abordar esses aspectos, este trabalho contribui para o
fortalecimento de boas praticas em preservagdo microbiana,
bem como para a padronizagdo de protocolos aplicados em



laboratorios de microbiologia e pesquisas que dependem da
integridade de estoques bacterianos. Tais estudos s@o cruciais
para a integridade da pesquisa, uma vez que garantem que o
uso de cepas congeladas ndo comprometa a validade e a
reprodutibilidade dos resultados obtidos.

A compreensdo da viabilidade a longo prazo de
microrganismos em condi¢des especificas de congelamento ¢
de suma importancia estratégica para a bioengenharia e a
defesa bioldgica. Em bioengenharia, essa capacidade assegura
a estabilidade de amostras e linhagens celulares para pesquisa
e producdo. Paralelamente, para a defesa bioldgica, o
conhecimento dos limites de sobrevivéncia ¢ indispensavel
para a manutencdo segura de estoques de referéncia ¢ a
validacdo de sistemas de deteccdo, reduzindo o tempo de
resposta a potenciais ameacas.
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