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RESUMO: Foram analisados os caracteres macroscópicos e microscó-

picos de culturas de Microsporum canis, obtidas a partir de preparações
liofilizadas e mantidas em refrigerador (± 4"C), durante 20 anos. As cul-
turas liofilizadas mantiveram os caracteres mortológicos e a pigmentação
da amostra original. O autor considera o método de liofilização satísfa-
tório para manter por longo tempo a viabilidade e para evitar o pleomor-
Ilsmo e a degeneração das culturas de Microsporumcanis Bodin, 1902.

DESCRITORES: conservação de culturas de fungos; liofilização de
fungos.

INTRODUÇÃO

Nos últimos decênios vários autores têm
se preocupado mais intensamente com a ma-
nutenção de coleções de culturas de micro-
fungos. As necessidades dos laboratórios das
instituições científicas e das indústrias de
fermentação podem variar muito com rela-
ção ao tipo e ao tamanho da coleção; porém,
como assinala SMITH 8, os seguintes requisi-
tos devem ser sempre observados: manuten-
ção de culturas vivas, puras, pelo tempo que
for necessário e com todas as características
que a amostra possuía ao ser incluída na co-
leção.

Com relação a esses requisitos, destaca-se.
entre vários métodos utilizados para a ma-
nutenção de culturas de microfungos, a lio-
filização, que tem mostrado resultados satis-
fatórios, nas pesquisas de vários autores.

o método da Iiofilização tem sido avalia-
do, tanto na manutenção de culturas de leve-
duras como na de fungos filamentosos (bolo-
res).

Trabalhos pioneiros sobre a liofilização de
culturas de leveduras, conforme citação de
ATKIN et olii ", são os de Elser et alii (1935).
Wickerham & Andreasen (1942) e Wicker-
ham & Flickinger (1946). Demonstraram os
autores citados que o método da Iiofilização é
satisfatório para conservar células de levedu-
ras, em estado viável, por períodos prolon-
gados de tempo.

Atkin e colaboradores empregaram a téc-
nica usada por Wickerham & Andreasen pa-
ra a liofilização de várias amostras de leve-
duras de cervej a, a fim de avaliar a taxa de
sobrevivência. As leveduras foram suspensas
em soro normal de cavalo, congeladas rapi-
damente, secadas a alto vácuo e finalmente
fechadas. Todas as culturas assim prepara-
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das e examinadas, até períodos de três meses,
permaneceram vivas. Observaram, entretan-
to, que a taxa de sobrevivência era muito
baixa, pois, fazendo contagens em placa, ve-
rificaram que 98,89% das células das leve-
duras não sobreviviam à liofilizaçâo.

BRÉCHOT et alii 3 estudaram a influência
da velocidade de congelação e da tempera-
tura do banho de congelação sobre a taxa
de sobrevivência de leveduras Iiofili-
zadas da espécie Saccharomyces cereuisiae
var. ellipsoideus. Concluíram que a congela-
ção deve ser efetuada a uma velocidade óti-
ma, acima ou abaixo da qual se observa di-
minuição da taxa de sobrevivência das leve-
duras Iiofilizadas, Com a aparelhagem de'
que dispunham, verificaram que a veloci-
dade de congelação, que permitiu obter a
taxa de sobrevivência mais elevada (28%),
foi conseguida, mergulhando-se as leveduras
em recipiente metálico durante um minuto.
em banho refrigerante a - 33°C.

Na secagem a vácuo, KRAMER6 verificou,
liofilizando culturas de Saccharomyces cere-
uisiae, Pichia membranaefaciens, Absidia
glauca, Rhizopus nigricans e Trichoplvyton
tottsurans, que se provê o ótimo, com umida-
de residual abaixo de 0,5 %. Se a umidade
residual da cultura original secada não fôr
conhecida, a estocagem deve ser feita à tem-
peratura de + 4°C.

Com relação ao tempo de viabilidade de-
corrido após a liofilização de culturas de fun-
gos, investigações importantes foram feitas
por FENNELL et alii 5. Esses autores liofili-
zaram culturas pertencentes aos gêneros
Aspergillus, Penicillium, Giocladium, Bla-
keslea, Mucor, Phiycomiyces e Rhizopus e.
após a liofilização, fizeram testes de viabili-
dade, em períodos de tempo que variavam de
34 a 85 meses (7 anos). Os resultados mos-
traram que todas as culturas mantiveram-se
viáveis, sendo que a maioria delas com viabi-
lidade considerada como excelente ou como
boa. Verificaram, também, a viabilidade
após liofilização de alguns fungos patogêni-
coso Sete amostras do gênero 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 Histoplasma capsulatum.
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Posteriormente, LEITE & ANTUNES7 Iiofí-
lizaram ma cera do de fragmentos de colônias
de fungos agentes etiológicos de tinhas, in-
clusive de Microsporum. canis, e observaram
viabilidade satisfatória após dois anos.

Observações por períodos de tempo mais
prolongados foram feitas por nós, com pre-
parações liofilizadas de Penicillium notattun
e de Microeporuni canis. Em nosso trabalho
anterior \ relatamos que esporos liofilizados
de Penicillium notatum, conservados em re-
frigerador a +4°C, permaneceram viáveis
durante 25 anos. Após esse longo período de
tempo, a cultura de Penicillium. notatum, ob-
tida a partir de esporos liofilizados, conser-
vava tanto as características macroscópicas e
microscópicas como as propriedades bioquí-
micas, inclusive a de produzir penicilina,
iguais às da cultura original.

A verificação da viabilidade de uma cul-
tura de Microsporuni canis, 20 anos após
liofilização, com exames de controle dos ca-
racteres macroscópicos e microscópicos, cons-
titui o objetivo deste trabalho.

MATERIAL E MÉTODOS

Cultura original

Isolada por nós, em 1952, de cabelo (pa-
ciente A. S . S " registro n. o 77 da Seção de
Micologia do Instituto Adolfo Lutz) , foi iden-
tificada como Microsporuni canis Bodin,
1902, com base nos caracteres macroscôpi-
cos e microscópicos descritos por SWARTZ8
e por GONANTet alii 4. Esta cultura original
apresentava, de início, morfologia típica, com
abundância de macroconídios e produção de
pigmento amarelo-laranja. Alguns dias após
o isolamento e a identificação, a cultura en-
trou na coleção da referida Seção de Micolo-
gia sob o n.? 195, em 15 de abril de 1952,
sendo mantida, daí por diante, pelo método
usual, isto é, por repiques sucessivos em ágar
Sabouraud, a curtos intervalos de tempo.
Dez dias após (25.4.52), foram feitas pr~-
parações pata a manutenção da cultura, tam-
bém, pelo método liófilo.

Método de Iiojilização

A partir de cultivos em meio inclinado de
ágar Sabouraud glicosado, foram feitas sus-
pensões, em leite desnatado, de esporos (ma-



ASHCAR, H, - Manutenção de culturas de Microsporum cumis por liofilização (observação
após 20 anos). Rev. Inst. Adolfo Lrut:z, 33: 7-11, 1973,

croconídios J e de fragmentos do micélio
aéreo (hifas). O veículo foi obtido a partir
de leite desnatado em pó, ao qual se adicio-
nou água destilada na proporção do leite
comum. A suspensão foi distribuída em pe-
quenas ampolas de vidro, 0,5 ml em cada
uma. Em seguida, as preparações foram ra-
pidamente congeladas, em mistura de neve
carbônica e álcool etílico e secadas no apare-
lho de Flosdorf. Após a secagem, a vácuo.
as ampolas foram fechadas e conservadas em
refrigerador a +4°C. Por ocasião da aber-
tura das ampolas, 20 anos após a Iiofilizaçâo,
verificou-se que o vácuo era satisfatório. tes-
tando-as com aparelho apropriado.

Controle dos caracteres culturais

Feitos em culturas obtidas a partir de pre-
parações Iiofilizadas de Microsporum canis,
consistiu na observação dos seguintes carac-
teres:

a) Caracteres macroscopicos : Aspecto,
forma, tamanho, cor e produção de pIgmen-
to de colônia gigante, desenvolvida em pla-
ca de ágar Sabouraud glicosado em tempe-
ratura ambiente, durante 14 dias;

b) Caracteres microscópicos: Estruturas
do micélío vegetativo e reprodutivo, em mi-
croculturas em lâmina, e em macroculturas
em ágar Sabouraud glicosado.

RESULTADOS

Cultura original

A cultura de Microsporum canis que, des-
de seu isolamento, foi mantida por -repiques
sucessivos em ágar Sabouraud, em pouco
tempo apresentou pleomorfismo. As colônias
perderam suas características morfoIógicas
originais, àpresentando aspecto cotonoso ho-
mogêneo, que não se distingue do de outros
dermatófitos que também sofrem. usualmen-
te, pleomorfismo e degeneração.

Os exames microscópicos periódicos do mi-
célio mostraram predominância cada vez
mais acentuada de hifas estéreis, sendo a cul-
tura original, finalmente, desprezada por de-
generação. em 1957, cinco anos após ter sido
isolada.

Cultura liojilizada

Os exames de controle dos caracteres ma-
croscópicos e microscópicos da cultura, obti-
da a partir de preparações liofilizadas de
Microsporum. canis, mostraram o seguinte:

a) Exame macroscápico: colônia de as-
pecto penugento, discóide, medindo cerca de
8 em de diâmetro, de cor branca, com pro-
dução de pigmento amarelo-laranja. Na face
aérea da colônia (Fig. I) distinguem-se três
zonas concêntricas: a central, de aspecto co-
tonoso e com área maior, apresenta centro
umbelicado, delimitado por anel penugento
saliente, do qual saem pregas radiadas; a in-
termediária, de aspecto eotonoso-pulverulen-
to, com micélio menos denso e, finalmente,
a zona periférica, com aspecto de franja pe-
nugenta. O reverso da colônia, de aspecto
também penugento, apresenta cor amarelo-
laranja, pela pigmentação produzida, que se
difunde no meio da cultura (Fig. 2).

b) Exame microscópico: micélio consti-
tuído de trama de filamentos septados que
se ramificam profusamente e apresentam
anastomoses freqüentes; microconídios de
forma alonga da que nascem, lateralmente.
das hifas; presença de hifas em raqueta ('
de hifas denticuladas (pectinate hyphae);
macroconidios abundantes, fusiformes, de pa-
redes espessas, lisas ou rugosas, freqüente-
mente multí-septados e encontrados geralmen-
te na terminação das hifas.

DISCUSSÃO E CONCLUSõES

Analisando-se os caracteres macroscópicos.
inclusive pigmentogênese, e microscópicos
observados na cultura obtida a partir de pre-
parações liofilizadas, verifica-se que são
iguais aos da cultura original, antes da liofi-
Iização, identificada como Microsporum ca-
nis Bodin, 1902, com base nas descrições
de SWARTZ9 e de CONANT et alii.>.

Comparando-se os tempos de viabilidade
de preparações de cultura de Microsporum
canis, verifica-se que esta observação de 20
anos representa um tempo dez vezes mais pro-
longado do que o observado por LEITE &
ANTUNES 7, que foi de dois anos.
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Fig. 1- Superfície da colônia gigante de il'licrosporum canis
desenvolvida 20. anos após liofilização (14 dias de incubação i.

Fig. 2 - Reverso da mesma colônia.
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Avalia-se a importância desta observação
por duas razões principais: a) pelo interes-
se que apresenta corno fenômeno biológico
de sobrevivência de um fungo causador de
tinha, decorrido um tempo bastante prolon-
gado após Iiofilização, tempo esse não obser-
vado anteriormente; b) pela conservação dos
caracteres macroscópicos e microscópicos, 20
anos após liofilização, de um fungo (derma-
tófito) que tende facilmente a apresentar
pleomorfismo e degeneração, quando manti-
do pelo método usual, isto é, por repiques
sucessivos em meio apropriado de culutra.
a curtos intervalos de tempo.

Diante dos resultados apresentados, pode-
se concluir que: a liofilização é método sa-
tisfatório para manutenção de Microsporum
canis, com capacidade de desenvolvimento
de culturas conservando os caracteres ma-
croscópicos e microscópicos, por longo pe-
ríodo de tempo - vinte anos ou possivel-
mente mais.
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SUMMARY: The macroscopic and microscopíc characteristics of Mi-
CTospoTum canis cultures obtained f'rorn 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 pígmentatíon as the original sample.

The author believes that lyophilization is a satisfactory method to
preserve viability and to prevent degeneration and pleornorphysrn of cultures
of Microsporum canis Bodin, 1902, for a very extended period.

DESCRIPTORS: fungi cultures conservation; tungí lyophilization.
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