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INTRODUCAO

A Francisella noatunensis subsp. orientalis, reclassificada como Francisella orientalis sp.
nov. (RAMIREZ-PAREDES et al., 2020) é uma bactéria fastidiosa, que necessita de cisteina no
meio de cultura para o crescimento. A franciselose é uma doenca que pode causar granulomas
multifocais em 6rgdos internos como baco, rim e figado, levando a hiporexia, anorexia e morte,
principalmente em tilapias (SOTO et al., 2012; MARTINS et al., 2015). Pelas suas caracteristicas
fastidiosas, dificil cultivo e preservacado, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um

protocolo de preservacado da F. orientalis pelo método de liofilizagdo.

MATERIAL E METODOS

Francisella orientalis (Laboratério PREVET n°0012018) isolada de tilapia-do-nilo,
foi cultivada conforme descrito por FERNANDEZ-ALARCON et al. (2019), no Laboratério
de Sanidade de Organismos Aquaticos do CPDA/Instituto de Pesca. Ap6s 72 horas de
incubagdo a 25°C, as colonias isoladas foram ressuspendidas em dagua ultrapura e,
posteriormente, submetidas a extragdo de DNA (kit Promega®) e PCR convencional com
primers especificos para o gene rDNA 16S FLB (F: GCGGATTAAAGGTGGCCTTTGC e
R: CCTGCAAGCTATTAACTCACAG), amplificando um fragmento de 286 pb (HSIEH et al.,
2006). Apo6s a confirmacao, as colonias foram semeadas em tubo conico de 15 mL contendo

meio liquido Muller Hinton suplementado com 1% de glicose, 0,1% de hidrocloreto de L-

cisteina monoidratado e 3% de soro fetal bovino e incubado em estufa B.O.D. a 25°C por 48h.
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Em seguida foi preparada uma solugdo com volume final de 1,0 mL e concentracao final de
7% de sacarose e peptona contendo: 0,5 mL de meio de cultura liquido com as cepas
bacterianas (5 x 106 UFC mL1) e 0,5 mL de solucdo de sacarose e peptona de soja (14%). Essa
solugdo foi acrescida ao frasco de vidro liofilizado (10 mL) contendo algodao hidréfilo no
fundo e, acondicionados na estante (amostras mantidas em temperatura ambiente) do
liofilizador (J] Cientifica), com temperatura do condensador de -50°C e 190 mmHg de vacuo,
por 24h e, em seguida os frascos foram armazenados a -20°C por 7 dias. Ap6s este periodo foi
semeada a bactéria liofilizada em tubos conicos (n = 3) de 15 mL, contendo meio liquido Muller
Hinton suplementado e incubados em estufa B.O.D a 25°C por 48h para visualizacao do
crescimento bacteriano pela turvagdo do meio. Posteriormente, para confirmagdo do
crescimento da F. orientalis, foi realizada a extracdo de DNA com kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega®), amplificacdo pela técnica de PCR (primers especificos, citados
acima) e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2,4%. A visualizacdo das bandas foi

realizada em analisador de imagem (BioRad®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises realizadas demonstraram a viabilidade da F. orientalis ap6s a liofilizagdo,
pois houve turvagdo do meio liquido de cultivo e amplificacdo do DNA bacteriano apés a PCR
com primers especificos (Figura 1). Demonstrou-se, portanto, que a liofilizagdo da bactéria é
eficiente para a conservacao desta espécie, e pode ser armazenada em temperatura de -20°C

durante sete dias.

286

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (2,4%) dos produtos de DNA amplificados por PCR da
Francisella orientalis, cultivada em meio liquido ap6s liofilizagdo. 100bp: Marcador de peso molecular
(100 bp DNA ladder, Invitrogen®); 1, 2: Amostras de DNA extraida de meio liquido. CP: controle
positivo CN: controle negativo.
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O estudo com a conservacdo das bactérias é muito importante, pois os bancos de
armazenamento de bactérias e laboratérios de patologia necessitam de métodos eficientes
e com baixo custo para manter o estoque de microrganismos (DE VERO et al., 2019). A
F. orientalis é bastante sensivel aos métodos de congelamento em congelador comum (-20 °C),
nitrogénio liquido (-196°C) e ultra congelador (-80°C) e com perda de viabilidade das células.

Este estudo preliminar demonstrou grande eficiéncia na recuperacao da F. orientalis
ap0s a liofilizacao e serd aprimorado para estudo do tempo e temperatura de armazenamento,

para determinar um protocolo seguro para manutencao desta bactéria.

CONCLUSAO
A bactéria Francisella orientalis pode ser recuperada apds a liofilizagdo e

armazenamento durante sete dias a -20°C.
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