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1. INTRODUÇÃO 

A manutenção de isolados fúngicos em micotecas é de fundamental 

importância para estudos relativos à sua biologia, etiologia e aspectos 

epidemiológicos, no entanto, para pesquisas futuras a longo prazo, é necessária a 

escolha adequada do método de preservação (GIRÃO et al., 2004). Entre as 

técnicas de preservação de médio e longo prazo, estão a criopreservação e a 

liofilização (HOLLAND et al., 2003; PAOLI, 2005).  

A técnica de criopreservação consiste na manutenção de microrganismos 

sob baixas temperaturas, tendo como objetivo minimizar o dano ao material 

biológico durante o processo de congelamento e estocagem a frio de tecidos, 

células animais e vegetais, bactérias, fungos e vírus (WOLFE e BRYANT, 2001). 

Esta técnica se baseia na manutenção de matéria orgânica a baixas temperaturas, 

-20ºC a -80ºC em freezers, e a ultrabaixas temperaturas, -150ºC a -196°C em 

contêineres de nitrogênio líquido (PAOLI, 2005; WOLFE e BRYANT, 2001).  

Outro fator que se deve levar em consideração é a escolha do agente 

crioprotetor, já que este reduz o estresse físico e químico derivado do 

congelamento e do degelo das células. As principais características físico-químicas 

ideais para um crioprotetor são: baixo peso molecular, alta solubilidade em água e 

baixa toxicidade celular (BUENO e GALLARDO, 1998). Portanto, há necessidade 

de desenvolvimento de metodologias adequadas de conservação para 

microrganismos que vem ganhando importância em virtude de enfermidades 

emergentes, tanto na medicina veterinária quanto humana (GIRÃO et al., 2004).  

Entre estas enfermidades está a esporotricose, micose de grande 

importância em saúde pública, causada por fungos dimórficos do Complexo 

Sporothrix schenckii, que acometem principalmente felinos, mas também outros 

mamíferos, como cães e o homem, sua distribuição é mundial, podendo estar 

presente no solo e na matéria orgânica em decomposição, ele se apresenta na 
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forma micelial quando está no ambiente e na forma leveduriforme quando está 

parasitando o hospedeiro (CRUZ, 2013). A esporotricose é uma micose de 

implantação com potencial zoonótico, endêmica de regiões tropicais e subtropicais 

como a América Latina (BARROS, 2011). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de cultivos de 

Sporothrix spp na forma leveduriforme frente ao congelamento utilizando como 

crioprotetor o glicerol a 20%. 

2. METODOLOGIA 

Foram utilizadas no experimento 16 isolados de Sporothrix spp. provenientes 

de amostras que chegaram para diagnóstico de esporotricose no do Centro de 

Diagnóstico e Pesquisa em Micologia Veterinária da Universidade Federal de 

Pelotas (MicVet – UFPel) através de cultura fúngica. Após o recebimento das 

amostras, as mesmas foram semeadas em meio Mycosel® e  em meio Saborourad 

acrescido de cloranfenicol (SbCl), sendo então a placa contendo Mycosel® 

colocada na estufa de 25ºC e a placa de SbCl na de 37ºC por 3 a 7 dias, passado 

esse periodo e havendo crescimento, as amostras foram analisadas quanto seu 

aspecto macroscópico e microscópico, para então  caracterizar o Sporothrix spp. 

(CRUZ, 2013). 

Após realizado o isolamento, as cepas foram preparadas para o 

congelamento, de acordo com ATCC® 2019, com modificações, foi retirada uma 

alçada da colônia já isolada e identificada como de Sporothrix spp. e depois 

adicionada a 5 mL de BHI (Brain Heart Infusion Broth), que em seguida foram 

acondicionadas em estufa a 37°C, onde de oito isolados foram utilizados um tempo 

de crescimento de três dias e as oito restantes foi utilizado um tempo de 

crescimento de cinco dias. Passado esse período de crescimento, foi retirado 

1,5mL de BHI contendo Sporothrix spp. e colocados em tubos de congelamento de 

2 mL, sendo adicionado 20% do volume de glicerol (0,3 ml) e posteriormente 

submetidas ao congelamento em freezer a temperatura de -70°C.  

Após o período de sete dias de congelamento, um tubo foi aberto e uma 

aliquota foi repicada em meio PDA (Agar Batata Dextrose) e colocado em estufa de 

25ºC por três a cinco dias, após este período havendo o crescimento foi realizado 

a avaliação da viabilidade celular e morfologia das colônias, após o repique, as 

colônias retornaram para o congelamento, parem serem testadas nos tempos de 

três meses, seis meses, nove meses e um ano. As colônias foram examinadas 

quanto a suas características macromorfológicas, como textura, topografia e 



 

 

coloração do verso e anverso, e micromorfológicas, como tamanho, coloração e 

organização das estruturas do micélio reprodutivo na forma micelial. Para exame 

direto das culturas filamentosas, uma alçada da colônia foi coletada e corada com 

coloração de lactofenol azul de algodão em lâmina e lâminula e visualizada no 

microscópico óptico com aumento de 400x. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nas oito amostras com três dias de incubação na forma leveduriforme, houve 

crescimento de cinco isolados (62,5% de viabilidade), demonstrando que este 

tempo não foi suficiente para o estabelecimento de cepas de Sporothrix spp. nestas 

condições. No entanto, as outras oito amostras que foram incubadas por cinco dias, 

após o congelamento obtiveram-se 100% de viabilidade, provavelmente devido o 

tempo de incubação ter sido maior. Porém uma expressiva variedade de fatores 

influencia a efetividade da criopreservação de microrganismos, como à espécie a 

qual o exemplar pertence, o tipo de cepa, a fase e a taxa de desenvolvimento, a 

temperatura de incubação, a composição do meio de crescimento, dentre outros o 

próprio tempo de estocagem (DAY e MCLELLAN, 1995; KIRSOP e DOYLE, 1991). 

Resultado semelhante foi relatado por BRILHANTE et al.; (2015) que obtiveram 

100% de viabilidade após armazenamento da forma filamentosa, usando o 

crioprotetor penetrante glicerol associado aos crioprotetores não penetrantes 

lactose ou sacarose, por 3, 6 e 9 meses, não sendo encontrado outros estudos até 

o momento da escrita desse trabalho que relatem a utilização das formas 

leveduriformes no congelamento.  

a viabilidade foi à utilização de caldo BHI que é um meio mais nutritivo que 

o PDA, proporcionando mais energia para a célula se estabelecer e se multiplicar, 

consequentemente melhorar sua potencial viabilidade pós congelamento. Este 

meio é derivado de nutrientes de cérebro e coração, contendo peptona e dextrose 

que são fontes de nitrogênio, carbono, enxofre e vitaminas e carboidrato que os 

microrganismos utilizam para fermentação (ANVISA, 2004). 

Os próximos passos a serem realizados, tratam do acompanhamento 

dessas colônias e a observação das mesmas quanto a sua viabilidade e 

capacidade de manter a morfologia dos isolados, no decorrer de diferentes 

períodos de tempo.  

Portanto, a criopreservação é a técnica atualmente preferida em muitas 

coleções de culturas, pois diminui a atividade metabólica celular, permitindo que os 

isolados permaneçam estáveis por longos períodos de tempo, além de evitar 



 

 

colônias de contaminação e também ocupar um menor espaço quando comparado 

com outros métodos de conservação e consequentemente um menor gasto, já que 

os repiques podem ser mais longos (BRILHANTE et al., 2004; HUBÁLEK, 2003). 

4. CONCLUSÕES 
Os resultados deste trabalho sugerem que a escolha de uma técnica para 

conservação depende dentre outros fatores, do tempo de acondicionamento, não 

existindo, desta maneira, uma fórmula padrão e universal para a estocagem e 

preservação de fungos. Considerando a vasta diversidade microbiana, conclui-se 

que existe ainda demanda de muita pesquisa para definir qual a melhor 

metodologia para cada espécie. 
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