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Resumo:

Colecdes microbiolégicas sao essenciais para a preservacdo e manutencao de
microrganismos, assegurando um patriménio genético e morfofisioldgico. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes métodos de conservacéo fungica. Foi
realizada uma revisdo bibliografica e selecionadas as melhores técnicas de
conservagao para fungos: congelamento a -20°C e a -80°C, método Castellani,
repique continuo e Oleo mineral. Foi observado que a eficiéncia do método esta
relacionada as caracteristicas fisiologicas de cada fungo. Os métodos que
propiciaram condi¢cfes adequadas de conservacao e recuperagdo foram: método de
congelamento a -20°C para leveduras; método Castellani para Fusarium oxysporum;
0leo mineral para Microsporum canis. Assim, destaca-se a importancia das colecdes
microbiolégicas juntamente com os meétodos de conservacdo adequados para a
preservacao fangica.

Introducao

Colecbes microbiologicas sdo recursos chave para a preservagdo e
manutencdo de microrganismos, assegurando um patriménio genético com
preservacdo da morfologia e fisiologia, bem como sua associagdo a patogenia e
infectividade, no caso de agentes patogénicos. Assim, devem ser aplicados métodos
para a conservagdo que melhor se adequem as caracteristicas do agente de estudo,
levando em consideracdo os pontos positivos e negativos de cada técnica (SOLA et
al., 2012; FELIPE et al., 2019). O objetivo deste trabalho foi avaliar os métodos mais
adequados de conservacdo fungica com aplicabilidade a Rede de Colecdes
Microbioldgicas do Parana da Universidade Estadual de Maringa (CRMP-UEM).

Materiais e Métodos

Primeiramente, foi realizado um levantamento bibliografico dos métodos de
conservacao de fungica e na sequéncia, foram selecionadas técnicas visando uma
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maior aplicabilidade para a Rede de Colecdes Microbiologicas Paranaense (CMRP-
UEM).

A partir do levantamento bibliografico, foram selecionados quatro isolados
fungicos, dentre eles dois leveduriformes e dois filamentosos, gentilmente cedidos
pela CMRP-UEM: Candida albicans (CMRP 3480), Cryptoccocus neoformans
(3931), Fusarium oxysporum (2925) e Microsporum canis (3004). A escolha destes
isolados foi feita com o objetivo de se estudar fungos com diferentes morfologias e
por consequéncia, contemplar mais métodos de conservacdo. Na sequéncia, foram
selecionados cinco métodos de conservacgao, a partir do levantamento bibliogréafico
e, realizados conforme DELLARETTI, 2014 e SOLA et al., 2012.

Congelamento a -20°C: foram preparados criotubos contendo caldo
glicerinado, semeados com levedura e, por conseguinte, foram incorporadas
micangas estéreis. Em seguida, estes foram incubados a 35°C por 24h, no dia
seguinte mantidos no refrigerador a 5°C por 24h e por fim armazenados em freezer
a -20°C por 180 dias. Congelamento a -80°C: preparados em tubos de penicilina
contendo agar Sabouraud com carvao ativado e realizada a cultura fungica durante
7 dias. Apds, os tubos foram refrigerados a 5°C durante 24h, depois em freezer a -
20°C por 24h e finalmente encaminhados para armazenamento em freezer a -80°C
por 180 dias.

Método Castellani: em microtubos contendo &gua destilada estéril, foi
acrescentado culturas de fungos filamentosos previamente cultivados em meio agar
Sabouraud. Em seguida, os microtubos foram armazenados em refrigerador a 5°C
durante 180 dias. Repicagem continua: os isolados fungicos foram cultivados em
tubos em meio agar Sabouraud inclinado por aproximadamente 30 dias e realizados
repiques continuos até completar o periodo de 180 dias. Oleo mineral: realizou-se a
cultura de fungos filamentosos em tubos com agar Sabouraud inclinado durante 7
dias, adicionou-se 0leo mineral até atingir o volume maximo do recipiente, vedados e
mantidos em temperatura ambiente durante 180 dias.

Resultados e Discussao

Todas as técnicas testadas proporcionaram a conservacao e recuperacao dos
isolados, exceto o método Castellani para M. canis (Tabela 1). A técnica de repique
continuo foi efetiva sem a presenca de contaminantes, no entanto, comparada aos
outros metodos exige maior atividade laboral, risco de contaminacdo e mudanca na
morfologia, corroborando com DELLARETTI (2014). Em relagcdo aos métodos de
criopreservagdo, o congelamento a -20°C foi eficiente para conservacdo de C.
albicans e C. neoformans, de simples execucdo, menor custo e facilidade no
armazenamento. Esta técnica tem se mostrado eficiente na criopreservacédo e
recuperacédo dos isolados por longos periodos (SOLA et al., 2012). No que se refere
aos fungos filamentosos, o método Castellani teve maior eficiéncia para F.
oxysporum, no entanto, para M. canis ndo houve crescimento, sendo para este
fungo o congelamento -80°C e o 6leo mineral técnicas de maior éxito. Apesar de
ambos serem fungos filamentosos, F. oxysporum € um fungo ambiental, mas que
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também é capaz de causar infeccdo em animais. J& M. canis € um dermatofito
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zoofilico, mas capaz de causar doenga em humanos (MOLINARO et al., 2009). Tais
caracteristicas podem influenciar na eficiéncia do método de conservagao
corroborando com os nossos achados.

Tabela 1: Conservagdo dos quatro isolados fungicos através dos métodos de
congelamento a -20°C e -80°C, Método Castellani e 6leo mineral no periodo de 180
dias.

Método Fungo Reativacdo apds 180 dias Microcultivo

Congelamento Candida
a-20°C albicans

Congelamento Cryptoccocus |
a-20°C neoformans

om—-

Congelamento Candida
a-80°C albicans ,

Dia01 Dia02 Dia 04

Congelamento Cryptoccocus ‘\;
a-80°C neoformans *

Dia 01

Congelamento  Fusarium
a-80°C oxysporum

Dia04 Dia 07

20

Congelamento Microsporum

a-80 °C canis
Dia 01 Dia 04 Dia21 Verso
| 4
Método Fusarium G o,
& W
Castellani oxysporum o j;’*-* |
N Ty,
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mineral oxysporum v ‘. /s *'3.' ) b
o Nl = A
Dia01 Dia03 Dia07 Verso - =

. . Tedo o — 7 ' 2
Oleo Microsporum { ( \ AR
mineral canis hy ® ’ . i T

Dia01 Dia7 Dia2l  Verso

Conclusodes

Levando em consideracdo o baixo custo, a simplicidade técnica e tempo de
armazenamento, conclui-se que a conservacao a -20°C foi a mais vantajosa para os
fungos leveduriformes e para os fungos filamentosos o0 método Castellani teve maior
éxito para o isolado de F. oxysporum e o Oleo mineral para o M. canis. Por isso,
destaca-se a importancia das cole¢cdes microbiolégicas que necessitam de maiores
estudos e criacdo de protocolos padronizados para a preservagao e a conservacao
de fungos.
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