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Resumo

Amicologia éimportante paraa humanidade, proporcionando avancos cientificos como a criagéo de
antibidticos, tendo relevancia em pesquisas que movimentam a medicina, industrias farmacéuticas,
agricultura e veterindria. Os fungos possuem morfologia complexa e necessitam constantemente de
avaliacées para conhecimento dos seus efeitos benéficos e nocivos. Assim, pesquisadores buscam
meétodos de conservagdo que mantenham a integridade morfofisiolégica de culturas fungicas. Neste
contexto, nosso estudo objetivou realizar uma pesquisa qualitativa, por um periodo de 180 dias,
avaliando trés diferentes métodos de conservacdo de culturas fungicas, com a finalidade de criagéo
e manuteng¢éo de uma micoteca. Na metodologia adotada foram utilizadas quatro cepas fungicas:
Cryptococcus spp., Microsporum spp., Rhodotorula spp. e Trichophyton spp., as quais foram conservadas
pelos métodos: dgua destilada estéril (Método de Castellani), 6leo mineral estéril e repiques continuos
em Agar Sabouraude Mycosel. Ao término darealizacdo dos testes, a técnica que apresentou o melhor
resultado foi a conservagdo em dgua destilada estéril, apresentando como vantagens: baixo custo,
facilidade de execu¢do, acondicionamento em pequenos espagos, auséncia de contaminantes e con-
servagdo satisfatéria daintegridade fungica. O estudo confirmou a eficdcia do método de conservagdo
em dgua destilada estéril na manutencdo de coletdneas fingicas.

Palavras-Chave: Conservagdo de culturas fingicas, Micoteca, Banco de cepas fungicas.

Abstract

A mycology holds a great importance for a humanity, providing scientific advances such as the cre-
ation of antibiotics, then focusing on researches that are a medicine, pharmaceutical, agriculture and
veterinary. The fungi have a complex morphology, which constantly requires new evaluations to be
fully aware of the harmful and beneficial effects that they are, so researchers are constantly seeking
conservation methods that maintain their morphophysiological integrity. Our objective is to conduct
a qualitative research, evaluating three different methods of preserving fungal cultures, with the pur-
pose of creating and maintaining a mycological collection. In the methodology adopted, the fungal
strains Cryptococcus spp., Microsporum spp., Rhodotorula spp. and Trichophyton spp. were used,
which were conserved in different methods: sterile distilled water (Castellani method), sterile mineral
oil and by repiques on Sabouraud and Mycosel Agar. At the end of the tests, the technique that pre-
sented the best result was the preservation in sterile distilled water, with advantages: low level, ease of
execution, packing in small spaces, absence of contaminants and satisfactory preservation of fungal
integrity. The study confirmed the effectiveness of the conservation method in sterile distilled water in
the maintenance of fungal collections.

Keywords: Conservation of fungal cultures, Mycological collections, Fungal strain’s bank.
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Introducao

Os fungos sdo seres vivos heterotréficos, eucarioticos,
unicelulares como as leveduras, ou multinucleados, como
os fungos filamentosos. Possuem estruturas macroscépicas
(cogumelos) ou microscépicas (leveduras e bolores), sendo
capazes de crescer em qualquer meio que possua nutrientes,
temperatura e umidade adequados’.

O Reino Fungi vem sendo alvo de pesquisas ao longo dos
anos, principalmente em busca de mais conhecimento sobre
os efeitos nocivos e benéficos que ele apresenta. Dentre esses
estudos, obteve-se a grande contribuicdo para o tratamento
de enfermidades bacterianas, sendo utilizados seus substratos
para a producao de antibidticos. Por isso, métodos eficientes
de conservacao de culturas fungicas sdo tdo importantes?3.

A micologia é o ramo da ciéncia com grande importan-
cia no reino animal e vegetal, movimentando a medicina,
industrias farmacéuticas, agricultura e veterindria. Os fungos
despertam interesse cientifico devido tanto as suas carac-
teristicas benéficas (sao utilizado na producao de alimentos
e medicamentos) quanto maléficas (causam doencas em
humanos, animais e vegetais)*.

Dentre os métodos de conservacgéo fungica destaca-se a
técnica proposta por Castellani em 1939, a qual tem por obje-
tivo conservar culturas fungicas em dgua destilada a tempera-
tura ambiente, acondicionando-as em pequenos frascos de
vidro ambar. A literatura afirma tratar-se de uma técnica de facil
reproducdo, baixo custo e bastante vantajosa por apresentar
pequena influéncia de microrganismos contaminantes e por
requerer pequeno espago fisico para conservagao de inimeras
variedades fungicas®°.

A técnica de conservacao em 6leo mineral estéril baseia-se
no principio de limitar a quantidade de oxigénio disponivel
sobre uma cultura fungica, obtendo uma redugdo no seu me-
tabolismo, alcancado a estabilidade entre crescimento e morte
fungica. Desse modo, diminui-se a desidratacdo do meio de
cultura, e consequentemente, aumenta-se a longevidade das
cepas, mantendo-as vidveis entre dois e trés anos''.

O repique continuo, considerada uma técnica bastante
utilizada, baseia-se na transferéncia de fragmentos de cul-
turas fungicas para um meio de cultura virgem, em periodos
determinados. Embora o repique continuo consuma tempo e
apresente vulnerabilidade a microrganismos contaminantes, é
uma opc¢do para pequenas cole¢des de culturas que sdo con-
stantemente utilizadas em curtos periodos de tempo, como
aqueles inferiores a um ano’.

A conservacao de culturas fungicas em laboratérios pos-
sibilita descobertas e/ou aprofundamento de conhecimento
sobre micoses e/ou medicamentos que podem ser produzi-
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dos por esses microrganismos'?'3, Ressaltamos que um dos
empecilhos no estudo dos agentes flungicos sao os repiques
continuos e as contaminacdes por bactérias e fungos anemo-
filos, os quais podem ocasionar perda de cepas, desperdicio
de insumos e gastos desnecessarios' .

Nesse contexto, nosso estudo objetivou realizar uma
pesquisa qualitativa, avaliando trés diferentes métodos de
conservacao de culturas fungicas, com a finalidade de criacao
e manutenc¢ao de uma micoteca, contribuindo com informa-
¢oes sobre a manutencéo de culturas fungicas para diversas
finalidades, dentre elas ensino e pesquisa.

Métodos

Preparo das coletaneas fiingicas

Para a avaliagdo de trés diferentes métodos de conservacgao
fungica foram utilizadas duas leveduras (Rhodotorula spp. e
Cryptococcus spp.) e dois fungos filamentosos (Microsporum
canis e Trichophyton spp.) oriundos da Micoteca da Secao
de Microbiologia do Laboratério Clinico da PUC Goias (LAC/
PUC Goias). Esses microrganismos foram semeados em Agar
Sabouraud e incubados por 15 dias a temperatura ambiente,
para posteriormente serem submetidos aos experimentos de
conservacao fungica, os quais foram realizados durante um
periodo de 180 dias, entre outubro de 2016 e abril de 2017.

Conservacao em agua destilada estéril

Adotando-se o método de Castellani6 com algumas
modificacdes, foram autoclavados 200 mL de dgua destilada,
e subsequentemente, foram transferidos 1mL para cada um
dos 20 criotubos estéreis, os quais foram acondicionados em
caixas de policarbonato, sendo cinco criotubos para cada cepa,
que foram divididas em cinco grupos de acordo com o periodo
de leitura do experimento (60, 90, 120, 150 e 180 dias). Foram
transferidos, para cada criotubo com 200 mL de dgua destilada
esterilizada, 0,5 por 0,5 mm? de culturas fungicas previamente
cultivadas em Agar Sabouraud. Ap6s, avaliou-se a viabilidade
fungica por meio de repiques em tubos com Agar Sabouraud
apds 60, 90, 120, 150 e 180 dias de armazenamento a tem-
peratura ambiente, para cada uma das quatro cepas testadas,
individualmente®'”'°.

Conservacao em 6leo mineral estéril

Para a avaliacdo do método do 6leo mineral estéril, testou-
se a conservacao de culturas fungicas em tubo apds um
periodo de 180 dias de armazenamento. Oleo mineral auto-
clavado foi vertido pela parede dos tubos (20 x 150 mm) até
alcancar o apice do Agar Sabouraud das culturas das quatro




cepas fungicas em estudo, no 15° dia de crescimento. Os ex-
perimentos foram armazenados a temperatura ambiente por
180 dias, e observados semanalmente quanto aos aspectos
macroscépicos das culturas. Apés o periodo descrito, avaliou-
se a viabilidade fungica por meio de repiques em tubos com
Agar Sabouraud®*?,

Conservacao a partir de repiques continuos em Agar
Sabouraud e Agar Mycosel

Inicialmente foram realizados repiques mensais. Apos 60
dias, os repiques foram realizados quinzenalmente (75, 90, 105,
120,135,150, 165 e 180 dias), sendo utilizado Agar Sabouraud
para leveduras e Agar Mycosel para fungos filamentosos,
transferindo-se fragmentos de col6nias para um meio de cul-
tura virgem, em tubos de ensaio, possibilitando a avaliagdo do
crescimento fungico sob temperatura ambiente?,

Resultados

Os resultados dos experimentos realizados nesse estudo
evidenciaram que a técnica que apresentou o melhor resultado
foi a conservacdo em 4gua destilada estéril, apresentando
como vantagens: baixo custo, facilidade de execucao, acondic-
ionamento em pequenos espagos, auséncia de contaminantes
e conservacao satisfatéria da integridade fungica. Os resulta-
dos obtidos encontram-se apresentados detalhadamente nas
Tabelas 1,2 e 3.

Tabela 1. Resultados obtidos com a conservacgdo de quatro
cepas fungicas em dgua destilada estéril, nos periodos de 60,
90, 120, 150 e 180 dias.

Dias
Espécies
60 90 120 150 180
Cryptococcus spp. CcpP CcpP CcpP CcpP cpP
Microsporum canis CcpP CcpP CcpP cpP cpP
Rhodotorula spp. CcP CcP CcpP cpP cpP
Trichophyton spp. cpP CcP Ccp cp cp

Legenda: CP = crescimento fungico positivo, com auséncia de
microrganismos contaminantes.

Tabela 2. Resultados obtidos com a conservagao de quatro
cepas fungicas em 6leo mineral estéril, no periodo de 180 dias.

Dias
Espécies

180
Cryptococcus spp. CcpP
Microsporum canis CN
Rhodotorula spp. CN
Trichophyton spp. CN

Legenda: CP = crescimento fungico positivo, com auséncia
de microrganismos contaminantes; CN = auséncia de cresci-
mento fungico.

Tabela 3. Resultados obtidos com a conservagao de quatro
cepas fungicas por repique continuo, nos periodos de 30, 60,
75,90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 dias.

Dias

Espécies

30 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Cryptococ- o P CP CP CP CP CP CP CP
cus spp.
Microspo- P P C C CC C C CP CP
rum canis
Rhodoto- P CP CP CP CP CP CP CP CP
rula spp.
Tricho-
phyton CcP CP CP CP CP CP CP CP CP CP
spp.

Legenda: CP = crescimento fungico positivo, com auséncia
de de microrganismos contaminantes; CP* = crescimento
fungico positivo, com presenca de contaminantes do género
Aspergillus spp.

Discussao

Os resultados apresentados neste estudo mostraram-se
satisfatorios, sobretudo o método de conservacdo em agua
destilada estéril, conforme vem sendo observado ao longo dos
anos, de acordo com Castellani6 e Jones e colaboradores12,
revelando-se uma técnica ainda utilizada atualmente, segundo
Guimaraes".

Desse modo, constatamos com os experimentos realizados
os seguintes beneficios na utilizacdo do método de conserva-
¢do em dgua destilada estéril: possibilidade de armazenamen-
to em pequeno espaco fisico a temperatura ambiente, baixo
custo do material utilizado, facilidade na execucao da técnica,
e conservacdo da integridade macroscopica e microscopica
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fungica, com auséncia do aparecimento de microrganismos
contaminantes.

Quanto ao experimento utilizando éleo mineral estéril,
apos o periodo de 180 dias observamos éxito na conservagao
de apenas uma das quatro cepas fungicas avaliadas. Ou seja,
a viabilidade macroscépica e microscopica apds repique em
Agar Sabouraud foi obtida apenas para a levedura Cryptococ-
cus spp. Em relagao as outras espécies avaliadas (Microsporum
canis, Rhodotorula spp., Trichophyton spp.) foi observada aus-
éncia de crescimento, e durante o periodo de armazenamento
dos experimentos, observamos reducao do volume do 6leo
mineral nos tubos e consumo do agar, caracteristicas outrora
nao observadas na cultura de Cryptococcus spp.

Durante a realizacdo dos experimentos com o d6leo
mineral estéril, foram evidenciadas mudancas no aspecto
macroscépico da cepa de Rhodotorula spp. As coldnias tipi-
camente pigmentadas com a coloragéo alaranjada/salmao e
aspecto rugoso24, apresentaram-se apo6s 20 dias da adicdo do
oleo mineral estéril, coloracdo creme e aspecto liso, conforme
ilustrado na Figura 1.

e i \odll
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Figura 1. Aspecto macroscépico da cepa de Rhodotorula spp.
antes (a) e 20 dias apods (b) a adicdo do 6leo mineral estéril.

Sobre os repiques continuos, ficou evidente que apds
periodos prolongados (30 e 60 dias), as culturas das leveduras
em Agar Sabouraud tornaram-se propensas a contaminagio
por Aspergillus spp. Com a mudanca da realizagao dos re-
piques de mensal para quinzenalmente, foi possivel evitar
o crescimento de microrganismos contaminantes. Devido a
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utilizacdo do Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e
cicloheximida (Agar Mycosel) nas culturas dos fungos filamen-
tosos, nao foi observada presenca de contaminantes durante
0s experimentos25.

A técnica de repiques continuos revelou-se satisfatoria,
porém laboriosa e mais vulneravel a interferéncia de mi-
crorganismos contaminantes. Além de, em comparagao as
demais técnicas avaliadas, necessitar de maior espaco fisico
para armazenamento e ser mais onerosa, requerendo maior
quantidade de meio de cultura para sua realizacao.

Conclusao

Concluimos que, dentre os métodos avaliados, a técnica
que apresentou o melhor resultado foi a conservacdo em dgua
destilada estéril, apresentando as vantagens, como baixo
custo, facilidade de execucao, possibilidade de acondiciona-
mento em pequenos espacos fisicos, auséncia de interferéncia
de microrganismos contaminantes e conservacao satisfatoria
da integridade das culturas fungicas.
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