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RESUMO: Foram analisados o8 caracteres macroscépicos & microsco-
picos de culturas de Microsporusm ocomis, obtidas a partir de preparaghes

Hofilizadas e mantidas em refrigerador (& 4°C), durante 24 anos.

Az gul-

turas liofilizadas mantiveram os caracterss morfoldgicos e a pigmentiacdo

da amostra original.

O autor considera o métode de lofilizaclo satisfa-

tério para manter por longo tempo & viabilidade e para evitar o pleomor-
fismo ¢ a degeneraciio das culturas de Microsporum ecanis Bodin, 1902

DESCRITORES: conservagiic de culturas de fungos; liofilizagio de
fungos.
INTRODUGAO O métedo da liofilizacdio tem side avalia-

Nos iltimos decénios varios autores 1€m
se preocupado malis intensamente com a ma-

nutengio de colegbes de culturas de miero-

fungos. As necessidades dos laboratirios das
instituiches cientificas e das indastrias de
[ermentagio pedem variar muito com rela-
Ao ao tipe e ac tamanho da colegdo: porém,
como assinala SMITH %, os seguintes requisi-
tos devem ser sempre observados: manuten-
gio de culturas vivas, puras, pelo tempo que
for necessdrie e com todas as caracteristicas
que a amosira possuia ao ser incluida na co-
ieclo.

Com relagBo a esses requisitos, destaca-se.
entre varios métodos utilizados para a ma-
nutencéio de culturas de microfungos, a lio-
filizaglo, que tem mostrado vesubtados satis-
fatorios, nas pesquisas de varios autores.

do, tante na manutencio de culturas de leve-
duras como ra de fungos filamentosos {bole-
resd,

Trabalhos pioneiros sobre a liofilizacio de
culturas de leveduras, conforme citaciio de
ATEIN ef alii®, sfo os de Elser et alii (1935),
Wickerham & Andreasen (1942) e Wicker-
ham & Flickinger (1946). Demonstraram os
autores citados que o método da Hofilizagdo é
satisfatoric para conservar células de levedu-
ras, em estado vidvel, por perw&os prolon-
gados de tempo.

Atkin e colaboradores empregaram a tée-
nica ysada por Wickerham & Andreasen pa-
ra 2 lofilizacBo de varias amostras de leve-
durazs de cerveja, a fim de avaliar a taxa de
sobrevivéncia. As leveduras foram suspensas
em soro normal de cavalo, congeladas rapi-
damente, secadas a alto vicuo e finalmente
fechadas. Todas as culturas assim prepara-

* "Prabalho realizado na Secio de Miecologia do Instituto Adolfo Lutz' Sio Paule, 5, P,
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das e examinadas, até periodos de trés meses,
permaneceram vivas. Observaram, entretan-
to, que a taxa de sobrevivéncia era muito
baixa, pols, fazendo contagens em placa, ve-
rificaram que 98.89% das células das leve-
duras ndo sobreviviam 3 liofilizagfo,

BRECHOT ef olil* estudaram a influfncia
da velocidade de congelagio e da tempera-
tura do hanho de congelagio sobre a taxa
de sobrevivéncia de leveduras liofili-
zadas da espécie Succharomyces cerevisiae
var. ellipsoidens. Concluiram que a congela-
cio deve ser efetuada a uma velocidade oti-
ma, acima ou abaixe da qual se observa di-
minuvicie da taxa de sobrevivéncia das leve-
duras liofilizadas. Com a aparelhagem de
gue dispunham, verificaram que a veloci
. dade de congelacio, que permitiu obter a
taxa de sobrevivénels mais clevada (28% ),
foi conseguida, mergulhando-se as leveduras
em recipiente metilico durante um minuto.
em hanho refrigerante a — 33°C.

Na secagem a véeno, Kramer® verificou,
liefilizando eulturas de Saccharomyces ecere-
visiae, Pichic membranaecfaciens, Absidia
glawca, Rhizopus nigricans e Trichophyton
tonsurans, gue se prové o dtime, com umida-
de residual abaixo de 0,5%. Se a umidade
residual da cuoltura original secada nfe {or
corthecida, a estocagem deve ser feita 3§ tem-
peratura de +4°C,

Com relagio ao tempo de viabilidade de-
corrido apds a liofilizaciio de cuituras de fun-
gos, investigacBes importantes foram feitas
por FeNNgLL et alii® [Esses auvtores lofili-
zaram culturas pertencentes acs  géneros
Aspergillus, Penicillium, CGiocledium, Bla-
keslea, Mucor, Phycomyces e Rhizopus e,
apds a Hofilizaglo, fizeram testes de viabili-
dade, em periodos de tempo que variavam de
34 a 85 meses (7 anos). Os resultados mos-
traram que todas as culturas mantiveram-se
vidveis, sende que a maioria delas com viabi-
lidade considerada come excelente ou como
boa. Verificaram, também, a viabilidade
apés liofilizaciio de alguns fungos patogéni-
cos. Sete amostras do género Trichophyton,
uma amostra de Candida albicans e outra de
Sporotrichum schenkii mostraram viabilida-
de excelente; uma cultura de Cryptococcus
neoformans mostrou viabilidade boa e, final-
mente, foram consideradas fracas as viabilida-
des de uma cultura de Blastomyces dermatiti-
dis e de outra de Histoplasme capsulalum.

Posteriormente, LEire & Antumes® lofi-
lizaram macerado de Iragmentos de coldnias
de fungos agentes etioldgicos de tinhas, in-
clusive de Microsporum canis, ¢ observaram
viabilidade satisfatoria apés dois anos.

Observagfes por perfodos de tempo mais
prolongados foram feitas por nés, com pre-
paragies liofilizadas de Penicillium notalum
e de Microsporum canis. Em nosso trabalho
anterior *, relatamos gue esporos Hofilizados
de Penicillium notetum, conservados em re-
{frigerador a -+4°C, permanecceram vidveis
durante 25 anos, Apos esse lengo periodo de
tempo, a cultura de Penicillium notaium, ob-
tida a partir de esporos liofilizados, conser-
vava tanto as caracteristicas macroscOpicas e
microscopicas come as propriedades biogui-
micas, inclusive a de produzir penicilina,
iguais 4s da cultura original.

A verificagio da viabilidade de uma cul-
tura de Microsporum canis, 20 anos apés
liofilizacfo, com exames de controle dos ca-
racteres macroscopicos e microsedpieos, cons-
titmi o objetive deste trabalbo.

MATERIAL E METODOS

Cultura original

Isolada por nés, em 1952, de cabelo {(pa-
ciente A.S.8., regisiro n.* 77 da Segfio de
Micologia do Institute Adelio Lutz}, foi iden-
tificada como Microsporum canis Bodin,
1902, com base nos caracteres macroscopi-
cos e microscépicos descritos por SwaRTZ®
e por CONANT et alii*. Esta cultura original
apresentava, de inicio, morfologia tipica, com
abundancia de macroconidios e produgfo de
pigmento amarelo-laranja. Alguns dias apés
o isolamento e a identificaciio, & cultura en-
trou na colecio da referida Segdo de Micolo-
gia sob o n.° 195, em 15 de abril de 1952,
sendo mantida, daf por diante, pelo método
usual, isto €, por repiques sucessivos em agar
Sabouraud, a curtos intervalos de tempo.
Dez dias apds (25.4.52), foram feitas pre-
paragfes para a manutengio da cultura, tam-
bém, pelo métode Liéfilo. :

Método de Hofilizagio

A partir de cultivos em meio inclinado de
dgar Sabouraud glicosado, foram feitas sus-
pensies, em leite desnatado, de esporos {ma-
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croconidios) ¢ de fragmentos do micélie
aéree (hifas}. O veiculo {oi obtide a pariir
de leite desnatado em pé, ao qgual se adicio-
aott agua destilade na proporgie do leite
comum, A suspenséo fol distribuida em pe-
quenas ampolas de vidro, 0.5 ml em cada
uma. Em seguida. a8 preparacbes foram ra-
pidamente congeladas, em mistura de neve
carbbnica ¢ aleool etilico e secadas no apare-
tho de Flosdorf. Apés a secagem, a vécue,
as ampolas foram fechadas ¢ conservadas em
refrigerador a =:4°C. Por ocaside da aber-
tura das ampolas, 20 anos apds a Hofilizagdo,
verificou-se que o vacue cra satisfatorio. tes-
tando-as com aparelho apropriade.
Controle dos caracteres culturais

Feitos em culturas obtidas a partiv de pre-
paragbes liofilizadas de HMicrosporum canis,
consistin 1a observacio dos seguinies carae-
teres:

a) Cargcleres  macresedpicos:  Aspecto,
forma, tamanho, cor e producio de pigmen-
to de coldnia gigante, desenvolvida em pla-
ca de dgar Sabourand glicosade cm tempe-
ratura ambiente, duranie 14 dias;

b) Caracteres microscépicos: Estruturas
do micélic vegetative e reprodutive, em mi-
croculturas em ldmina, e em macroculturas
em Agar Sabouraud glicosado.

RESULTADOS

Cultura original

A cultura de Microsporum canis que, des-
de seu isolamento, foi mantida por repiques
sucessivos em &gar Sabouraud, em peuco
tempo apresentou pleomorfismo. As colbnias
perderam  sugs caracteristicas  merfoldgicas
originais, apresentando aspecto cotonoso ho-
mogéneo, que ndo se distingue do de outros
dermatéfitos que também sofrem. usualmen-
te, pleomorfisino e degeneracio.

Os exames microscépices periddicos do mi-
célic mostraram predomindncia eada  vez
mais acentnada de hifas esiéreis, seado a cul-
tura original, finalmente, desprezada por de.
generacfo, em 1957, cinco anos apéds ter side
isolada.

Cultura liofilizada

{s exames de controle dos caracteres ma-
croscopicos e microscopicos da cultura, obti-
da a partir de preparages liofilizadas de
Microsporum canis, mostraram o seguinte:

a} Exome macrosedpico: colimia de as-
pecto penugento, discoide, medindo cerca de
8 om de didmetro, de cor branca, com pro-
duglio de pigmento amarelo-laranja. Na face
aérea da coldnia {Fig. 1) distinguem-se irés
zonas concénlricas: a central, de aspecto co-
tonoso. ¢ com area maier, apresenia cenlro
uvmbelicado, delimitade por acel penugenio
saliente, do qual saem pregas radiadas; a in-
termedidria, de aspecto colonoso-pulvernien-
to, com micélic menos denso e, finzhmente,
a zona periférica, com aspecto de franja pe-
augents, O reverso da colbnia, de aspecto
também penugento, apresenta cor amarelo-
laranja, pela pigmentacio produzida, que se
difunde no meio da cuitura {Fig. 2}.

b} Exame microscopico: micélio consti-
tuido de trama de filamentos septados que
se ramificam profusamente ¢ apresentam
anastomoses fregiientes; microconidios de
ferma alongada gque nascem, lateralmente.
das hifas; presenga de hifas em raqueta e
de hifas denticuladas {pectinate hyphae) ;
macroconidios abundantes, fusiformes, de pa-
redes espessas, lisas ou rugosas, fregilente-
mente muiti-seplados e encontrados geralmen-
te na terminacio das hifas,

DISCUSSA0 E CONCLUSOES

Analisando-se os caracleres mderoscépicos.
inclusive pigmentogénese, e microscopicos
chservados na cultura obtida a partir de pre-
paragbes liofilizadas, verifica-se que sfio
iguais aos da cultura original, antes da liofi-
Hzagho, identificada como Microsporum ea-
nis Bodin, 1902, com base nas descrigoes
de Swartz ® ¢ de CONANT ef alii *.

Comparando-se o0s tempos de viabilidade
de preparacbes de cultura de Microsporum
canis, verifica-se que esta observagio de 20
anos representa um tempe dez vezes mais pro-
longade do que o observade por Lzmre &
Antunzs 7, que fol de dois anos,
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Fig. 1 — Superficie da colonia gigante de Microsporum canis
desenvolvida 20 anos apds liofilizacdo (14 dias de incubacéo).

Fig. 2 — Reverso da mesma colonia.
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Avalia-se a importdncia desta observacio
por duas razdes principais:  a) pelo Interes-
se que . apresenta como fendmeno biclogico
de sobrevivéncia de um fungo causader de
tinha. decorrido um tempo bastanle prolon-
gado apds liofilizacdo, tempo esse néio obser-
vado anterlormente; b} pela conservagio dos
caracteres macroscépicos e microscépicos, 20
anos apés liofilizagie, de um fungo (derma-
téfito) que tende facilmente a apresentar
pleomor{ismo e degeneragio, quande manti-
do pelo método usuel, isto &, por repiques
sucessivos em meio ‘apropriade de culutra.
a curtos intervalos de tempo,

Diante dos resultados apresentados, pode-

se concluir que: a liofilizagio & método sa-

tisfatorio para manutengio de Mieresporum

-cants, com capacidede de desenvolvimento

de culturas comservando os caracteres ma-
croscipicos e microscépicos, por longe pe-
riodo de tempo — vinte anos oun possivel-
menie mais.
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SITMMARY: The macrascepic and microscopic characteristies of Mi-

crosporwm cands cultures obtained from preparations which had been lyo-
philized and stored in the refrigerator (& 4°C) for 20 years, were analysed.
The lyophilized cultures showed the same morphological characteristics
and pigmentation as the original sample.
The author believes that lyophilization is a satisfactory method to
pregerve viability and to prevent degeneration and pleomorphysm of cultures
of Microsporum canis Bodin, 1902, for a very extended period.

DESCRIPTORS: fungi cultures conservation: fungl Iyophilization.
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