PRESERVACAO DE
MICRO-ORGANISMOS
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Utilizacao frequente de culturas para pesquisa,
producao de bioldgicos ou ensaios

e Contaminacao
e Diminuicao da viabilidade
e Mutacoes
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Geénero Repiques Oleo mineral -70C LN2 Liofilizac&do

(meses) (anos) (anos) (anos)  (anos)
Acetobacter 1-2 1 1-3 >40 >40
Achromobacter 1 1-2 1-3 >40 >40
Agrobacterium 1-2 1-2 -~ >40 >40
Bacillus 2-12 1 2-3 >40 >40
Erwinia 1-4 1-2 - >40 >40
Gluconobacter 1 - - >40 >40
Lactobacillus 1 semana - - >40 >40
Methanobacteriuth 1 -- = >40 5
Methanomonas 1 = = >40 5
Xanthomonas = = 1-2 >40 >40

4Depende do meio utilizado e da espécie.

(adapatado de Murray, 1994)
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A viabilidade de mo preservados por liofilizacaoledrying é
diretamente afetada pela temperatura durante eagsn.
Ex.: 8 anos a 5°C = 2 semanas a 37°C.

log S=log § - (log§ —logS .1/8

Onde: $= viabilidade apdsanos a 5°C
S, = viabiliadade imediatamente apos liofilizagao/lyidg
S .= viabilidade apos estoque a 37°C por 2 semanas

Sendo: §= 100 UFC/ml, S.= 1 UFC/ml e t= 8 anos

Temos: $S=7—-(7-5)8/8 S=7-2 S=10UFC/m
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O tempo no qual os mo perdem totalmente sua \aialoié
durante a preservacao a 5°C pode ser calculado por:

t=8.log $/ (logS, — logS,)

Onde:t = anos necessarios p/perda total da viabilidade
S, = viabiliadade imediatamente apos liofilizagao/lyidg
S,.= viabilidade apds estoque a 37°C por 2 semanas

Sendo: $= 1 UFC/ml e .= 1 UFC/ml

Temos:t=88/(8-5) t=64/3 t=21anose 3 meses
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Congelamento e liofilizacao sédo os métodos mais dea
para a conservacao de microrganismos.

Nenhum meétodo é capaz de alcancar uma taxa de
recuperacao de 100%.

Se a preservacao de 100% das células for
Imprescindivel, aconselha-se utilizar os dois métos em
paralelo.

Na temperatura alcancada pelo Nitrogénio liquido (60
a -190 C), a viabilidade celular nao tem praticanmde
nenhuma relacdo com o periodo de armazenamento, & 0O
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.- A criopreservacao a -60/-80C, permite boa recuperag
e pode ser usado quando nao houver disponibilidadke

N, lig., onde uma pequena perda da viabilidade é
tolerada.

- De um modo geral temperaturas acima de -30 C nao
apresentam bons resultados devido a formacao de
misturas euteéticas.

- O meétodo das contas ou péerolas de vidro, & aconsadio
para diminuir espaco e evitar 0S constantes
descongelamentos das amostras.



Colecao de
Microrganismos de Referéncia do
INCQS/FIOCRUZ



HISTORICO

Criada em 1983 1la cultura:
Bacillus subtilis INCQS 00001 (ATCC 6633) lote 1083001

Colecéao de Referéncia Nacional (Farmacopéia brasila)

1989 inscrita na World Federation of Culture Collection
(WFCC), INCQS-WDCM 575.

2008 Credenciamento - fiel depositario



HISTORICO

2009

— ANVISA deposita cepaMycobacterium massiliense
INCQS 00594

“Ensaio de avaliacao da atividade micobactericida de
desinfetantes hospitalares para artigos semi-critos”
RDC no. 75 de 23/10/08.
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Deposito

4. Direitos de distribuicao (marcar apenas uma opgi

O depositante transfere os direitos de propriedadda cepa para
0 INCQS.

O depositante nao transfere os direitos de propriextie da cepa
para o INCQS, mas permite sua distribuicao irrestria.

O depositante nao transfere os direitos de proprieatie da cepa
para o INCQS, mas permite sua distribuicao restritasomente as
Instituicoes designadas pelo depositante.

O depositante nao transfere os direitos de propriextie da cepa
para o INCQS, e nao permite sua distribuicao.



CARACTERISTICAS

Aplicacbes: controle microbioldgico de produtos fanacéuticos,
vacinas, medicamentos, referéncias para pesquis#g;.e

Servigos: preservacao, fornecimento, identificacao
fenotipica/molecular, deposito, consultorias, etc.

INCQS Sistema de Gestao da Qualidade
Norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 - 2004



Origem das linhagens

19’50%_‘|
200%- | e
2,200+ " Doz
3,20% mCDC
3,80%-/ 69,30% BNCTC
Others*

*Qutros: (FDA, NIH, CIP, CCUG, SSI, UFRJ, UERJ, UFF, UFPE, LFB, IAL, etc.)



ACERVO

Bacterias
— 630 linhagens (69 géneros)

Fungos
— 277 linhagens (36 géneros)

Archaea
— 29 linhagens (19 géneros)

TOTAL = 936 cepas de referéncia



SEGURANCA E BIOSSEGURANCA

Seguranca do acervo/dados

— Acesso fisico

— Sistema de memaria

— Servico de Informatica centralizado Backup diario

Envio de amostras
— Normas internacionais - IATA

Biosseguranca
—99% NB-2
— NB-3 mantidas em condi¢cbes NB-3



Metodos de preservacao

Bacterias:
Criopreservacao 5% do acervo, backup
-70°C, N2 liquido
Liofilizacao  95% do acervo

Fungos e leveduras:
Repiques periddicos
Oleo mineral
Criopreservacao 5% do acervo, backup
-70°C, N2 liquido
Liofilizacao  95% do acervo

Archaea:
Liquid-Drying (L-Drying) 90% do acervo
Cultura ativa  10% do acervo
Criopreservacao backup



Fornecimento de microrganismos
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Depto. Microbiologia - Lab. Microrganismos de Refer@cia
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Controle da Qualidade

e Vacuo Spart Tester
« Umidade Carl Fisher
* Viabilidade
e Pureza
e I[dentidade

e Métodos convencionais

* Métodos moleculares

« 16S, tDNA-PCR, PCR genes funcionais,
ERIC-PCR, RAPD, etc.



Pesquisa e Treinamento

Linhas de pesquisa vinculadas as atividades da cof®

Epidemiologia molecular de isolados clinicos

Desenvolvimento de métodos rapidos de Diagndsticaiacular

Taxonomia e Filogenia molecular de isolados clinisce ambientais
Diversidade Molecular Ambiental — recursos hidricossolo, sedimentos
Isolamento e descricao de novas especies e/ou géaate isolados brasileiros
Micorremediacao

Treinamento (externo e interno) da equipe para ast&idades da
colecao
ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005

Normas de Biosseguranca
Treinamento em centros nacionais e internacionais



Colecao demicrorganismos de Referéncia
Fundacao Oswaldo Cruz - FIOCRUZ
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satgl— INCQS
Av. Brasil, 4365 — Manguinhos
Rio de Janeiro — RJ
21045-900
Tel.: 21-3865-5236
FAX: 21-2290-0915
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